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i i i )  A b s t r a c t  
O s t e o p o r o s i s  i s  a  d i s e a s e  t h a t  a f f e c t s  o v e r  t h r e e  m i l l i o n  p e o p l e  i n  
t h e  U K  ( N H S ,  2 0 1 6 ) ,  a n d  i s  c a t e g o r i z e d  b y  a  r e d u c e d  b o n e  m a s s  
l e a d i n g  t o  d e c r e a s e d  b o n e  s t r e n g t h  a n d  i n c r e a s e d  f r a g i l i t y .  C l i n i c a l  
f e a t u r e s  o f  o s t e o p o r o t i c  f r a c t u r e s  i n c l u d e  i n c r e a s e d  m o r b i d i t y  
( p h y s i c a l  i m p a i r m e n t ,  r e d u c e d  q u a l i t y  o f  l i f e ,  p a i n ) ,  g r e a t e r  r i s k  o f  
n e w  f r a c t u r e s  a n d  i n c r e a s e d  m o r t a l i t y  ( G e u s e n s ,  2 0 0 8 ) .  
D u r i n g  t h e  l i f e t i m e  o f  a  t y p i c a l  h u m a n ,  b o n e s  a r e  t h e i r  s t r o n g e s t  
w h i l s t  a  p e r s o n  i s  i n  t h e i r  e a r l y - m i d  2 0 ’ s .  A s  o n e  a g e s  b o n e  l o s s  
b e g i n s  t o  o c c u r  a r o u n d  t h e  a g e  o f  3 5 .  O n e  i m p o r t a n t  c a u s a l  f a c t o r  
l e a d i n g  t o  o s t e o p o r o s i s  i s  l a c k  o f  w e i g h t - b e a r i n g  p h y s i c a l  a c t i v i t y ,  
w h i c h  m i g h t  i m p a c t  t h e  e l d e r l y  h u m a n  p o p u l a t i o n  a t  s i t e s  s u c h  a s  
t h e  f e m o r a l  n e c k  r e s u l t i n g  i n  f r a g i l i t y  f r a c t u r e s .  A r o u n d  7 0 , 0 0 0 -
7 5 , 0 0 0  h i p  f r a c t u r e s  o c c u r  i n  t h e  U K  e a c h  y e a r ,  a d d i t i o n a l l y  e v e r y  
y e a r  a n  i n c r e a s e  i n  i n c i d e n t  r a t e s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  p a r t l y  d u e  t o  
a n  a g i n g  p o p u l a t i o n  ( N H S ,  2 0 1 6 ) .  
T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a  d e c r e a s e d  m e c h a n i c a l  l o a d  a n d  r e s u l t i n g  
i n  r e d u c e d  b o n e  m a s s  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d .  T h e  s t r u c t u r a l  a n d  
c e l l u l a r  c o n s e q u e n c e s  o f  m e c h a n i c a l  u n d e r l o a d i n g  w i t h i n  a  
t e m p o r a l  a n i m a l  m o d e l  a r e  y e t  t o  b e  f u l l y  e x p l o r e d .  
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T h e  o b j e c t i v e  o f  t h e  c u r r e n t  s t u d y  w a s  t o  d e t e r m i n e  t h e  t e m p o r a l  
s t r u c t u r a l  c h a n g e s  o c c u r r i n g  d u e  t o  t h e  i n f l u e n c e  o f  m e c h a n i c a l  
u n d e r - l o a d i n g  ( e x p e r i e n c e d  a t  d a y  0 / b a s e l i n e ,  w e e k  4  a n d  w e e k  1 6 )  
w i t h i n  a n  o v i n e  s k e l e t a l  m o d e l .  A d d i t i o n a l l y ,  t h i s  e x p e r i m e n t a l  
s y s t e m  p r o v i d e d  i n s i g h t  i n t o  t h e  c e l l u l a r  a c t i v i t y  ( i n  t e r m s  o f  b o n e  
r e m o d e l i n g )  a s s o c i a t e d  w i t h  a  r e d u c e d  m e c h a n i c a l  l o a d i n g  
e n v i r o n m e n t .  
W i t h i n  t h i s  m o d e l  b y  w e e k  1 6  o f  m e c h a n i c a l  u n d e r - l o a d i n g ,  a n  
i n c r e a s e  i n  c o r t i c a l  p o r o s i t y  ( 4 % ,  p = 0 . 0 1 7 )  w i t h i n  t h e  d o r s a l  r e g i o n  
a n d  r e d u c e d  c o r t i c a l  t h i c k n e s s  ( 1 9 . 7 % ,  p = 0 . 0 2 5 )  a c r o s s  a l l  
c o m b i n e d  r e g i o n s  ( a s  w e l l  a s  a  r e g i o n a l  d e c r e a s e  o f  1 5 %  a n d  2 3 %  
w i t h i n  t h e  m e d i a l  a n d  v e n t r a l  r e g i o n s  r e s p e c t i v e l y )  w a s  o b s e r v e d .  
T h e s e  c h a n g e s  i n d i c a t i n g  a  r e d u c t i o n  i n  b o n e  m a s s  w e r e  
a c c o m p a n i e d  b y  i n c r e a s e d  c o r t i c a l  r e m o d e l i n g  m e d i a l l y  
( 5 8 % ; p = 0 . 0 2 8 )  a s  e v i d e n c e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  p r o p o r t i o n  ( % )  
o f  c a n a l s  u n d e r g o i n g  b o n e  f o r m a t i o n  w i t h i n  t h a t  a n a t o m i c a l  r e g i o n .  
T h e s e  d a t a  d e m o n s t r a t e  a  r e d u c t i o n  i n  b o n e  m a s s  a n d  i n c r e a s e d  b o n e  
r e m o d e l i n g  a s s o c i a t e d  w i t h  r e d u c e d  m e c h a n i c a l  l o a d  w i t h i n  t h i s  
s k e l e t a l  s i t e .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  o f  d e c r e a s e d  
m e c h a n i c a l  l o a d  a p p e a r  t o  s u p p o r t  t h e  o b s e r v e d  b o n e  l o s s  a n d  
e l e v a t e d  r e m o d e l i n g  o c c u r r i n g  w i t h i n  t h e  o s t e o p o r o t i c  h u m a n  
f e m o r a l  n e c k .  T h i s  i n v e s t i g a t i o n , t h e r e f o r e ,  v a l i d a t e s  t h e  
u n d e r l o a d e d  o v i n e  c a l c a n e u s  a s  a  s u i t a b l e  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  t o  
i n v e s t i g a t e  t h e  p o s s i b l e  p a t h o l o g i c a l  e v e n t s  a s s o c i a t e d  w i t h  d i s u s e  
o s t e o p o r o s i s .  
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Chapter 1.1: The Structure of Bone and cellular components 
 
1.1.1: Skeletal and Bone Physiology 
 
T h e  s k e l e t o n  s e r v e s  f i v e  m a j o r  f u n c t i o n s ,  a s  a  s u p p o r t  s y s t e m  f o r  
i t s  s u r r o u n d i n g  t i s s u e s  f o r  e x a m p l e  n e r v e s ,  b l o o d ,  f a t ,  a n d  s k i n ;  a s  
a  m e t h o d  o f  p r o t e c t i o n  f o r  v i t a l  o r g a n s  s u c h  a s  l u n g s ,  h e a r t  a n d  t h e  
b r a i n ;  t o  a i d  w i t h  b o d y  m o v e m e n t  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  b o n e s  a s  l e v e r s  
p u l l e d  o n  b y  m u s c l e s  a t t a c h e d  t o  o t h e r  b o n e  a n d  f i n a l l y  i t  
m a n u f a c t u r e s  b l o o d  c e l l s  w i t h i n  r e d  b o n e  m a r r o w  ( R i z z o ,  2 0 1 5 ) .  
R e d  b o n e  m a r r o w  i s  c a l l e d  a s  s u c h  b e c a u s e  o f  t h e  r e d  c o l o u r  i t  
e x p r e s s e s  a n d  i t s  a c t i v e  h a e m a t o p o i e t i c  t i s s u e .  T h e  c r e a t i o n  o f  
b l o o d  c e l l s  w i t h i n  r e d  b o n e  m a r r o w  d e r i v e s  f r o m  t h e  l a r g e  
u n d i f f e r e n t i a t e d  s t e m s  c e l l s  f o u n d  i n s i d e  ( K h u r a n a ,  2 0 1 4 ) .  
W i t h i n  t h e  h u m a n  s k e l e t o n ,  t h e r e  a r e  2 0 6  m a j o r  b o n e s ,  t h e s e  c a n  b e  
g r o u p e d  i n t o  s i x  g e n e r a l  c a t e g o r i e s  ( M a r t i n i ,  N a t h ,  &  B a r t h o l o m e w ,  
2 0 1 4 ) :  
  S u t u r a l  b o n e s  –  f l a t ,  s m a l l ,  u n e v e n l y  s h a p e d  b o n e s  t h a t  r e s i d e  
b e t w e e n  t h e  f l a t  b o n e s  o f  t h e  s k u l l .  
  S e s a m o i d  b o n e s  –  t h e s e  s m a l l ,  f l a t  b o n e s  h a v e  a  u n i q u e  a n d  
v a r i e d  l o c a t i o n  w i t h i n  t h e  b o d y  ( a t  l e a s t  2 6  d i f f e r e n t  
l o c a t i o n s )  a n d  a c c o u n t  f o r  t h e  v a r i a t i o n  i n  b o n e  c o u n t  b e t w e e n  
s u b j e c t s .  
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  I r r e g u l a r  b o n e s  –  b o n e s  w i t h  a  c o m p l e x  s h a p e  
  F l a t  b o n e s  –  s l e n d e r  a n d  f l a t  i n  s h a p e  
  S h o r t  b o n e s  –  s m a l l  a n d  b o x - l i k e ,  h a v i n g  r o u g h l y  e q u a l  
d i m e n s i o n s .  
  L o n g  b o n e s  –  e x t e n d e d ,  c o n s i s t i n g  o f  a  s h a f t  ( d i a p h y s i s )  w i t h  
t w o  e n d s  ( e p i p h y s e s )  o f  g r e a t e r  w i d t h  t h a n  t h e  s h a f t .  
T h e  g r o u p i n g  o f  b o n e s  i n t o  t h e s e  c a t e g o r i e s  a l l o w s  f o r  a n  e a s i e r  
d i a g n o s i s  o r  t r e a t m e n t  o f  t h e  a f f e c t e d  a r e a .  F o r  e x a m p l e ,  E w i n g  
s a r c o m a  t y p i c a l l y  o c c u r s  i n  t h e  l o n g  a n d  f l a t  b o n e s  o f  C a u c a s i a n  
m a l e s  u n d e r  2 0  ( B r i t a n n i c a ,  2 0 1 2 ) .  A n o t h e r  e x a m p l e  w o u l d  b e  
M o n o s t o t i c  f i b r o u s  d y s p l a s i a  w h i c h  c a u s e s  u n u s u a l  b o n e  g r o w t h  a n d  
d e f o r m i t y  i n  t h e  f l a t  a n d  s u t u r a l  b o n e s  o f  t h e  s k u l l  a s  w e l l  a s  t h e  
l o n g  b o n e s  o f  t h e  l i m b s  ( C o l l i n s ,  2 0 1 5 ) . T h e  m a c r o s c o p i c  b o n e  
s t r u c t u r e  i s  c a t e g o r i s e d  i n t o  t w o  m a j o r  a r r a n g e m e n t s  t h e  c o r t i c a l  
b o n e  a n d  t h e  c a n c e l l o u s  ( t r a b e c u l a r / s p o n g e y )  b o n e .  T h e  
h o n e y c o m b e d  s t r u c t u r e  o f  t r a b e c u l a r  b o n e  a c c o u n t s  f o r  a r o u n d  2 0 %  
o f  t h e  t o t a l  b o n e  m a s s  a n d  c a n  b e  s e e n  a t  t h e  e n d  o f  l o n g  b o n e s  s u c h  
a s  t h e  f e m u r  ( F i g u r e  1 ) .  C o m p r i s i n g  o f  a r o u n d  8 5 %  o f  t h e  w h o l e  
s k e l e t o n ,  c o r t i c a l  b o n e  i s  f o u n d  p r i m a r i l y  i n  t h e  s h a f t s  o f  l o n g  
b o n e s  a n d  o n  t h e  s u r f a c e s  o f  f l a t  b o n e s ,  c o n c e n t r a t e d  a r o u n d  t h e  
H a v e r s i a n  c a n a l s .  C o n t a i n e d  w i t h i n  t h e s e  H a v e r s i a n  c a n a l s  a r e  
b l o o d  v e s s e l s  a n d  n e r v e  f i b e r s  t h a t  a l l o w  c o m m u n i c a t i o n  b e t w e e n  
o s t e o c y t e s .  A  H a v e r s i a n  s y s t e m  o r  o s t e o n  c o n s i s t s
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o f  t h e  H a v e r s i a n  c a n a l ,  l a m e l l a e ,  c a n a l i c u l i ,  a n d  o s t e o c y t e s .  T h e  
o s t e o n  i s  t h e  p r i m a r y  f u n c t i o n a l  u n i t  o f  c o r t i c a l  b o n e  ( C h r i s t i a n s e n ,  
2 0 0 1 ) .  
B o n e  i s  a  h i g h l y  s p e c i a l i z e d  c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o m p o s i t e  f o r m e d  o f  
t w o  d i f f e r e n t  p h a s e s .  T h e  m i n e r a l  p h a s e  m a i n l y  c o n t a i n s  
h y d r o x y a p a t i t e  c r y s t a l s  d e p o s i t e d  i n  t h e  c o l l a g e n  f i b e r s  ( W e i n e r ,  
1 9 8 6 ) ,  w h e r e a s  t h e  o r g a n i c  p h a s e  c o n s i s t s  p u r e l y  o f  t y p e  I  c o l l a g e n  
F i g u r e  1 :  T h e  p h y s i o l o g y  o f  l o n g  b o n e .  ( C h i l d h o o d  A c u t e  
M y e l o i d  L e u k e m i a / O t h e r  M y e l o i d  M a l i g n a n c i e s  T r e a t m e n t  
( P D Q ® ) – P a t i e n t  V e r s i o n ,  2 0 1 6 )  
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f i b e r s  w i t h  b o n e  m a t r i x  c e l l s .  T h e s e  t w o  p h a s e s  p r o v i d e  a  s t r u c t u r a l  
s u p p o r t  s y s t e m  w i t h  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  b o n e  d y n a m i c a l l y  
c h a n g e s  s h a p e  a n d  s i z e  c o m p e n s a t i n g  f o r  a n y  v a r i a t i o n s  i n  
m e c h a n i c a l  f o r c e s  a n d  l o a d s .  T h e  m i n e r a l  p h a s e  s p e c i f i c a l l y  r e a c t s  
t o  t h e  c h a n g e  i n  l o a d  d u e  t o  i t s  g r e a t e r  t e n s i l e  s t r e n g t h ,  w h i c h  
a l l o w s  f o r  f r a c t u r e  e n e r g y  t o  d i s s i p a t e  e a s i e r  w i t h i n  p r o t e i n  
i n c r e a s i n g  t h e  o v e r a l l  t o u g h n e s s  o f  t h e  b o n e  ( B a o h u a  &  H u a j i a n ,  
2 0 0 4 ) .  D u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  a n  a d u l t ’ s  l i f e  b o n e  t i s s u e  i s  r e p e a t e d l y  
r e m o d e l e d ,  t h i s  a l l o w s  f o r  t h e  r e p a i r  o f  f a t i g u e  d a m a g e  c a u s e d  b y  
c o n t i n u a l l y  c h a n g i n g  m e c h a n i c a l  a n d  p h y s i o l o g i c a l  f a c t o r s .  F o r  
e x a m p l e  b o n e  l o s s  i s  c o m m o n l y  s e e n  i n  a g i n g  p a t i e n t s ,  Y o u n g  e t  
a l , .  ( 2 0 1 5 )  o b s e r v e d  i n  p a t i e n t s  b e t w e e n  t h e  a g e s  o f  3 2  a n d  5 6  
f u r t h e r  a d a p t a t i o n  o f  p r e f e r e n t i a l  o r i e n t a t i o n  u n d e r  h i p  j o i n t  l o a d ,  
a s  w e l l  a s  a  t h i c k e n i n g  o f  t h e  t r a b e c u l a r  u n d e r  t h e  l o a d i n g  p a t h  a n d  
a  w e a k e n i n g  o f  i t  o u t  o f  t h e  l o a d i n g  p a t h .  T h i s  p r e f e r e n c e  o f  b o n e  
f o r m a t i o n  a r o u n d  t h e  l o a d i n g  z o n e  l e a d s  t o  a n  o v e r a l l  r e d u c t i o n  i n  
b o n e  m a s s  a n d  a n  i n c r e a s e d  r i s k  o f  f r a c t u r e .  
1.1.2: Cellular Components of Bone 
 
T h e  c e l l u l a r  s t r u c t u r e  o f  b o n e  i s  f o r m e d  b y  f o u r  e q u a l l y  i m p o r t a n t  
c e l l s  ( F l o r e n c i o - S i l v a ,  d a  S i l v a  S a s s o ,  S a s s o - C e r r i ,  S i m õ e s ,  &  
C e r r i ,  2 0 1 5 ) :  O s t e o c y t e s ,  c o m p r i s e  o f  u p  t o  9 5 %  o f  t o t a l  b o n e  c e l l s  
a n d  r e a c t  t o  m e c h a n i c a l  s t i m u l i  t h r o u g h  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
b i o c h e m i c a l  m a r k e r s .  O s t e o b l a s t s ,  l o c a t e d  a l o n g  t h e  b o n e  s u r f a c e  
t h e s e  c e l l s  a c c o u n t  f o r  4 - 6 %  o f  t o t a l  r e s i d e n t  b o n e  c e l l s  a n d  
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f u n c t i o n  a s  b o n e  f o r m i n g  u n i t s .  O s t e o c l a s t s ,  l a r g e  m u l t i n u c l e a t e d  
c e l l s  o r i g i n a t i n g  f r o m  m o n o n u c l e a r  c e l l s  o f  t h e  h e m a t o p o i e t i c  s t e m  
c e l l  l i n e a g e  w h o s e  p r i m a r y  f u n c t i o n  i s  b o n e  r e s o r p t i o n .  B o n e  L i n i n g  
C e l l s ,  c o v e r i n g  t h e  s u r f a c e  o f  b o n e  t h e s e  q u i e s c e n t  f l a t  o s t e o b l a s t s  
e x h i b i t  n e i t h e r  r e s o r p t i o n  o r  b o n e  f o r m a t i o n .  I n s t e a d  t h e y  p r e v e n t  
d i r e c t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  o s t e o c l a s t s  a n d  t h e  b o n e  m a t r i x ,  i n  
a d d i t i o n ,  t h e y ’ r e  v i t a l  t o  o s t e o c l a s t  d i f f e r e n t i a t o n ,  p r o d u c i n g  
o s t e o p r o t e g e r i n  ( O P G )  a n d  r e c e p t o r  a c t i v a t o r  n u c l e a r  f a c t o r  k a p p a -
B  l i g a n d  ( R A N K L ) .  
T h e  m o s t  c o m m o n l y  f o u n d  c e l l  w i t h i n  m a t u r e  b o n e  t i s s u e ;  
o s t e o c y t e s  c a n  b e  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  l a c u n a e  a n d  c a n a l i c u l i  o f  t h e  
Figure 2: Schematic representation of an osteocyte embedded contained by the bone 
matrix within its lacuna. (Dallas, Prideaux, & Bonewald, 2013) 
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b o n e .  L o n g  c h a n n e l s  o f  t h e  c a n a l i c u l i  w i t h i n  t h e  b o n e  m a t r i x  a l l o w  
f o r  t h e  p a s s i n g  o f  n u t r i e n t s  a n d  o x y g e n  f r o m  b l o o d  v e s s e l s  t o  
o s t e o c y t e s ,  t h e s e  c h a n n e l s  c a n  a l s o  b e  u s e d  f o r  t r a f f i c k i n g  
m o l e c u l e s  b e t w e e n  c e l l s  ( F i g u r e  2 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  i n d e p e n d e n t  
c e l l s  f r o m  d e e p  w i t h i n  t h e  b o n e  m a t r i x  t o  s u r f a c e  c e l l s  c a n  
c o m m u n i c a t e  w i t h  e a c h  o t h e r  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  d i r e c t  c o n t a c t  
( K l e i n - N u l e n d ,  B a c a b a c ,  &  M u l l e n d e r ,  2 0 0 5 ) .   I n  a d d i t i o n ,  
o s t e o c y t e  d e n d r i t e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  p o s s e s s  a  m e c h a n i s m  b y  
w h i c h  t h e y  i n c r e a s e  t h e  a c i d i t y  o f  t h e i r  m i c r o e n v i r o n m e n t ,  
d i s s o l v i n g  m i n e r a l .  U n - m o d e r a t e d  d e m i n e r a l i s a t i o n  c o u l d  l e a d  t o  
b o n e  l o s s  a n d  t h e r e f o r e  l o w  b o n e  m a s s  t y p i c a l l y  f o u n d  w i t h i n  b o n e -
l o s s  r e l a t e d  d i s e a s e s  s u c h  a s  o s t e o p o r o s i s  ( N o b u h i t o ,  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  
T h e  c h a n g e s  i n  b o n e  m a s s  f o u n d  i n  s u c h  c o n d i t i o n s  a r e  c o n t r o l l e d  
b y  t h e  c o n t i n u o u s  c y c l e  o f  r e m o d e l i n g .  B o n e  r e m o d e l i n g  c o m p r i s e s  
f o u r  s e p a r a t e  s t a g e s  ( R u c c i ,  2 0 0 8 ) ;   
1 .  A c t i v a t i o n :  T h i s  i s  w h e r e  m e c h a n i c a l  l o a d i n g  i s  s e n s e d  b y  
o s t e o c y t e s  b e g i n n i n g  a  s i g n a l l i n g  c a s c a d e  o f  s e v e r a l  
o s t e o c y t e  d e r i v e d  f a c t o r s  ( e . g .  i n s u l i n  g r o w t h  f a c t o r - I  ( I G F -
I )  ( L e a n ,  M a c k a y ,  C h o w ,  &  C h a m b e r s ,  1 9 9 6 ) ,  t u m o u r  
n e c r o s i s  f a c t o r - α  ( T N F - α )  ( K a t s u y a m a ,  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) ,  
p a r a t h y r o i d  h o r m o n e  ( P T H )  ( J i l k a ,  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  a n d  
i n t e r l e u k i n - 6  ( I L - 6 )  ( T a m u r a ,  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) )  f r o m  d i f f e r e n t  
s o u r c e s  i n t o  t h e  s u r r o u n d i n g  m i c r o - e n v i r o n m e n t  a c t i v a t i n g  
t h e  q u i e s c e n t  o s t e o b l a s t s  a n d  s u b s e q u e n t  c e l l s .   
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2 .  D i f f e r e n t i a t i o n :  M u l t i n u c l e a t e d  o s t e o c l a s t s  d i f f e r e n t i a t e ,  
r e s o r b i n g  o l d  b o n e .   
 
3 .  R e v e r s a l :  T h e  a p p e a r a n c e  o f  m o n o n u c l e a r  c e l l s  o n  t h e  
s u r f a c e  o f  t h e  b o n e .  
 
4 .  F o r m a t i o n :  W h e r e i n  o s t e o b l a s t s  p r o d u c e  n e w  b o n e ,  
c o m p l e t e l y  r e p l a c i n g  r e s o r b e d  b o n e .  
 
O s t e o b l a s t s  c a n  b e  f o u n d  o n  a l l  b o n e  s u r f a c e s ,  p r e d o m i n a n t l y  o n  
p e r i o s t e u m ,  c a n a l  a n d  t r a b e c u l a r  s u r f a c e s  w h e n  u n d e r g o i n g  b o n e  
f o r m a t i o n  ( H a d j i d a k i s  &  A n d r o u l a k i s ,  2 0 0 6 ) . D i s u s e  a n d  u n d e r -
l o a d i n g  o f  b o n e  h a v e  a n  e f f e c t  o n  t h e  b a l a n c e  o f  t h e  b o n e  
f o r m a t i o n  a n d  r e s o r p t i o n  s t a g e s  o f  r e m o d e l i n g ,  s p e c i f i c a l l y  a n  
i n c r e a s e  i n  b o n e  r e s o r p t i o n  a n d  a  d e c r e a s e  i n  f o r m a t i o n  l e a d i n g  
t o  a n  o v e r a l l  n e t  l o s s  o f  b o n e  a n d  a  h i g h e r  p o r o s i t y  ( W e i n r e b ,  
R o d a n ,  &  T h o m p s o n ,  1 9 8 9 ) . W i t h i n  t h e  u n d e r l o a d e d  h u m a n  m o d e l  
o f  S p a c e f l i g h t - i n d u c e d  b o n e  l o s s ,  b o n e  r e s o r p t i o n  i n d i c a t o r s  
w e r e  r e c o r d e d  a t  5 0 - 7 5 %  h i g h e r  a f t e r  a  4 - 6  m o n t h  s p a c e  f l i g h t  
t h a n  p r e - f l i g h t  ( S m i t h ,  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) . 
 
T h o u g h  r e m a i n i n g  l a r g e l y  d o r m a n t ,  o s t e o c y t e s  a r e  t h o u g h t  t o  
c o n t r o l  t h e  p r o c e s s  o f  o s t e o g e n e s i s  v i a  s t i m u l a t i o n  o f  
o s t e o b l a s t i c  a n d  o s t e o c l a s t i c  a c t i v i t y  w i t h i n  a  b a s i c  
m u l t i c e l l u l a r  u n i t  ( B M U )  ( T a y l o r ,  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  A  s i n g l e  B M U  
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c o n s i s t s  o f  a c t i v e  m u l t i n u c l e a t e d  o s t e o c l a s t s  t h a t  r e s o r b  t h e  b o n e  
m a t r i x  a t  t h e  f r o n t  o f  t h e  B M U ,  a c t i v e  o s t e o b l a s t s  a t  t h e  r e a r  o f  
t h e  B M U  t h a t  f o r m  o s t e o i d ,  w h i c h  i s  l a t e r  m i n e r a l i s e d  f o r m i n g  
n e w  b o n e  m a t r i x  ( F i g u r e  3 )  ( B u e n z l i ,  J e o n ,  P i v o n k a ,  S m i t h ,  &  
C u m m i n g s ,  2 0 1 2 ) .  T h e  c e l l  d i s t r i b u t i o n  w i t h i n  a  B M U  m o v e s  i n  
w a v e - l i k e  f o r m a t i o n s ,  c h a n g i n g  c e l l  d e n s i t i e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  
t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  r a t e s  ( B u e n z l i ,  P i v o n k a ,  &  
S m i t h ,  2 0 1 1 ) .  N o b l e ,  e t  a l .  ( 2 0 0 3 )  e s t a b l i s h e d  a  b i p h a s i c  
r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  l o a d ,  f o r m i n g  a  U - s h a p e d  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  m e c h a n i c a l  s t r a i n  a n  o s t e o c y t e  s u r v i v a l .  M a d e  p o s s i b l e  
b y  t h e  a b i l i t y  o f  b o t h  l i v i n g  a n d  d y i n g  o s t e o c y t e s  t o  r e c r u i t  
o s t e o c l a s t s  t o  r e m o d e l i n g  s i t e s  ( K o g i a n n i ,  M a n n ,  &  N o b l e ,  
2 0 0 8 ) .  D u r i n g  p e r i o d s  o f  l o c a l  s t r a i n  w h e r e  m i c r o s t r u c t u r a l  
d a m a g e  c a n  b e  h i g h ,  d a m a g e  r e p a i r  b y  B M U s  i s  m o r e  e f f i c i e n t ,  
b e i n g  g u i d e d  t o w a r d s  t h e  l o c a l  s t r a i n  ( M a r t í n e z - R e i n a ,  R e i n a ,  
D o m í n g u e z ,  &  G a r c í a - A z n a r ,  2 0 1 4 ) .  C o n v e r s e l y ,  d i s u s e / u n d e r -
l o a d i n g  p r o m o t e s  o s t e o c y t e  a p o p t o s i s  w i t h i n  t h e  B M U  ( B a k k e r ,  
Figure 3.  Schematic diagram of a basic multicellular unit (BMU) (Sims & Martin, 
2014) 
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K l e i n - N u l e n d ,  &  B u r g e r ,  2 0 0 4 )  ( B a s s o  &  H e e r s c h e ,  2 0 0 6 )  a n d  
r e c r u i t m e n t  o f  o s t e o c l a s t s  ( A g u i r r e ,  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A p o p t o t i c  
o s t e o c y t e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  r e l e a s e  R A N K L  e x p r e s s i n g  
a p o p t o t i c  b o d i e s  i n v o l v e d  i n  r e c r u i t i n g  o s t e o c l a s t s ,  r e l i a n t  o n  
t h e  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r - α  o f  o s t e o c l a s t  p r e c u r s o r s  ( Z h a n g ,  
H e u l s m a n n ,  T o n d r a v i ,  M u k h e r j e e ,  &  A b u - A m e r ,  2 0 0 1 ) .  T h i s  
s t r o n g  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  R A N K L  a n d  T N F - α  i n d i c a t e s  a  
p o s i t i v e  f e e d b a c k  l o o p  b y  w h i c h  i n f l a m m a t o r y  b o n e  o s t e o l y s i s  
( a s  s e e n  i n  o s t e o p o r o t i c  p a t i e n t s )  l e a d s  t o  t h e  h a s t e n i n g  o f  
R A N K L  i n d u c e d  o s t e o c l a s t o g e n e s i s  a n d  t h e r e f o r e  f u r t h e r  
o s t e o l y s i s  ( S c h e t t  &  T e i t e l b a u m ,  2 0 0 9 ) .  O s t e o c y t e  c e l l  d e a t h  c a n  
s h a r p l y  r i s e  i n  c o n c u r r e n c e  w i t h  s e v e r a l  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  
s u c h  a s  o s t e o p o r o s i s  ( P l o t k i n ,  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  o r  o s t e o a r t h r i t i s  
( F i n d l a y ,  2 0 0 7 )  p r e c e d i n g  a n  i n c r e a s e  t o  s k e l e t a l  f r a g i l i t y .  T h i s  
i n c r e a s e  i n  s k e l e t a l  f r a g i l i t y  i s  t h o u g h t  t o  b e  c a u s e d  b y  t w o  
d i f f e r e n t  a s p e c t s  o f  m i c r o d a m a g e ;  a  p o s i t i v e  f e e d b a c k  l o o p  
c r e a t e d  b y  s i m u l t a n e o u s  b o n e  l o s s  a n d  m i c r o d a m a g e  ( B u r r ,  e t  a l . ,  
1 9 9 7 ) ,   a n d  t h e  d e c r e a s e d  a b i l i t y  t o  s e n s e  m i c r o d a m a g e  a n d  
s i g n a l  t h e  n e c e s s i t y  o f  r e p a i r  t o  o t h e r  b o n e s  ( V e r b o r g t ,  G i b s o n ,  
&  S c h a f f l e r ,  2 0 0 0 ) .  C a r t e r ,  e t  a l .  ( 2 0 1 3 )  f o u n d  t h a t  t h e  f r a g i l i t y  
o f  m a t u r e  b o n e  i s  d u e  t o  s u b s e q u e n t  r e d u c t i o n  i n  c e l l  c a p a b i l i t y  
a n d  n o t  c e l l  a p o p t o s i s ,  s p e c i f i c a l l y  a  d e c r e a s e  i n  l a c u n a r  d e n s i t y ,  
c o n s e q u e n t l y  t h e  o s t e o c y t e  c o u n t  w a s  l e s s  s i g n i f i c a n t  c o m p a r e d  
t o  t h e  l a c u n a r  n e t w o r k s  o v e r a l l  l o s s  o f  v o l u m e .  B r i t z ,  e t  a l  
( 2 0 1 2 )  o b s e r v e d  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  o s t e o c y t e  l a c u n a r  
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d e n s i t y  a n d  v o l u m e  w h e n  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  o f  a  r a t  w a s  
s u b j e c t e d  t o  u n d e r - l o a d i n g  t h r o u g h  d i s u s e  a n d  i m m o b i l i s a t i o n .  
I n  a d d i t i o n ,  h y p e r m i n e r a l i z a t i o n  o f  o s t e o c y t e  l a c u n a e  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  o c c u r  i n  p a t i e n t s  w h o  s u f f e r  f r o m  o s t e o p o r o s i s  
( C a r p e n t i e r ,  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) ,  c h a n g i n g  a s p e c t s  o f  b o n e  f l u i d  f l o w  
a c r o s s  t h e  o s t e o c y t e  l a c u n o c a n a l i c u l a r  n e t w o r k ,  i n  t u r n  a f f e c t i n g  
o s t e o c y t e  f u n c t i o n  a n d  v i a b i l i t y  ( B o n e w a l d ,  2 0 1 1 ) .  S i m i l a r l y  
V a s h i s h t h ,  e t  a l  ( 2 0 0 0 )  s h o w e d  a n  e x p o n e n t i a l  i n c r e a s e  i n  
p o r o s i t y  a n d  m i c r o c r a c k  d e n s i t y  ( F i g u r e  4 )  p a i r e d  w i t h  a  d e c l i n e  
i n  o s t e o c y t e  l a c u n a r  d e n s i t y  d e m o n s t r a t i n g  a  m i n i m u m  
p o p u l a t i o n  o f  o s t e o c y t e s  i s  r e q u i r e d  f o r  a  f u n c t i o n i n g  n e t w o r k .  
M o r e o v e r ,  i n t e r s t i t i a l  b o n e  h a s  b e e n  f o u n d  t o  e x p r e s s  a  v a r i a n c e  
Figure 4. An example of microcracking in cortical bone, viewed using green epifluorescence 
(Kennedy, et al., 2008).  
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i n  o s t e o c y t e  l a c u n a e  n e i g h b o u r i n g  r e g i o n s  o f  m i c r o d a m a g e  w h e n  
c o m p a r e d  t o  a r e a s  i s o l a t e d  f r o m  m i c r o d a m a g e  ( s p e c i f i c a l l y  a  
1 6 %  r e d u c t i o n ) .  I n  b o n e  w i t h  a n  o s t e o c y t e  l a c u n a r  d e n s i t y  b e l o w  
t h e  l o w e r  b o u n d a r y  o f  a  t y p i c a l  s u b j e c t ,  i n c r e a s e d  l i k e l i h o o d  o f  
m i c r o d a m a g e  w a s  o b s e r v e d  a t  a  r a t e  o f  u p  t o  3 . 8  t i m e s  h i g h e r .  
T y p i c a l  o s t e o n a l  b o n e  w a s  s h o w n  t o  h a v e  3 0 %  o f  i t s  a v e r a g e  
l a c u n a r  d e n s i t y  t o  b e  b e l o w  t h e  l o w e r  b o u n d a r y ,  w h e n  a d j a c e n t  
t o  m i c r o c r a c k s  t h i s  F i g u r e  r i s e s  s h a r p l y  r e a c h i n g  u p  t o  8 3 %  ( Q i u ,  
R a o ,  F y h r i e ,  P a l n i t k a r ,  &  P a r f i t t ,  2 0 0 5 ) . T h i s  r e d u c t i o n  i n  
o s t e o c y t e  l a c u n a r  d e n s i t y  c a n  a l s o  b e  a s c r i b e d  t o  a  d i f f e r e n c e  i n  
e x t r e m e l y  l o c a l i z e d  v a r i a t i o n  i n  l o a d i n g  c o n d i t i o n s  c a u s i n g  
m o r p h o l o g i c a l  d i f f e r e n c e s  ( e l o n g a t i o n  a n d  f l a t t e n i n g )  t o  t h e  
l a c u n a e  s p e c i f i c a l l y  i n  t h e  l a t e r a l  a n d  m e d i a l  r e g i o n s  o f  t h e  
f e m u r  ( C a r t e r ,  e t  a l . ,  V a r i a t i o n  i n  o s t e o c y t e  l a c u n a r  m o r p h o l o g y  
a n d  d e n s i t y  i n  t h e  h u m a n  f e m u r  —  a  s y n c h r o t r o n  r a d i a t i o n  m i c r o -
C T  s t u d y ,  2 0 1 3 ) .  A d d i t i o n a l  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  h a v e  b e e n  
o b s e r v e d  i n  t h e  h u m a n  r i b ,  a s  o s t e o c y t e  l a c u n a r  d e n s i t y  i n c r e a s e s  
H a v e r s i a n  c a n a l  a r e a  d e c r e a s e ,  c o n t r a c t i n g  u p  t o  4 - 5 %  o f  i t ’ s  t h e  
o s t e o n  a r e a  b e f o r e  b o n e  a p p o s i t i o n  c e a s e s  ( Q i u ,  F y h r i e ,  
P a l n i t k a r ,  &  R a o ,  2 0 0 3 ) .  I n d i c a t i n g  a  p o s s i b l e  l i n k  b e t w e e n  
m e c h a n i c a l  l o a d i n g  ( u n d e r - l o a d i n g ) ,  o s t e o c y t e  l a c u n a r  d e n s i t y  
a n d  H a v e r s i a n  c a n a l  s i z e .   
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1.1.3: Bone Signalling Molecules 
 
M e c h a n i c a l  u n d e r - l o a d i n g  t h r o u g h  d i s u s e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  
c h a n g e s  i n  s e v e r a l  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s ,  G e r b a i x ,  e t  a l .  ( 2 0 1 5 )  
o b s e r v e d  a  d i r e c t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  b o n e  l o s s ,  i n h i b i t i o n  o f  
p e r i o s t i n  a n d  s u b s e q u e n t  i n c r e a s e  o f  s c l e r o s t i n  i n  h i n d l i m b  
s u s p e n d e d  m i c e .  F u r t h e r i n g  t h i s  p e r i o s t i n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  
a n  e f f e c t  o n  t h e  a b i l i t y  o f  P T H  t o  i m p r o v e  c o r t i c a l  s t r u c t u r e  a n d  
s t r e n g t h ,  i m p a i r i n g  P T H  i n  i t s  a b s e n c e  ( B o n n e t ,  C o n w a y ,  &  F e r r a r i ,  
2 0 1 2 ) .  A d d i t i o n a l  s t u d i e s  h a v e  f o u n d  s i m i l a r  b e n e f i t s  o f  P T H  o n  
b o n e  m a s s  a n d  s t r e n g t h ,  N e e r ,  e t  a l .  ( 2 0 0 1 )  f o u n d  s i g n i f i c a n t  
i n c r e a s e s  i n  b o n e  m i n e r a l  d e n s i t y  o f  t h e  s p i n e  ( b e t w e e n  9  a n d  1 3  %  
i n c r e a s e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p l a c e b o )  a n d  f e m o r a l  n e c k  (  3  a n d  6 %  
i n c r e a s e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p l a c e b o )  o f  p o s t - m e n o p a u s a l ,  
o s t e o p o r o t i c  w o m e n ,  d e p e n d a n t  o n  t h e  d o s e ,  i n d i c a t i n g  a  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  b o n e  f o r m a t i o n  a n d  P T H  a c t i v i t y .  S i m i l a r l y ,  
P T H  s i g n a l l i n g  d u r i n g  e x e r c i s e  w a s  s h o w n  t o  m e d i a t e  t h e  l o a d  
r e s p o n s e  w i t h i n  t h e  c o r t i c a l  b o n e  ( G a r d i n i e r ,  A l - O m a i s h i ,  M o r r i s ,  
&  K o h n ,  2 0 1 6 ) .  C o l l a g e n a s e - 3 ,  a n  e x t r a c e l l u l a r  m e m b r a n e  
d e g r a d i n g  e n z y m e  ( O h u c h i ,  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  d i s p l a y s  h e i g h t e n e d  
e x p r e s s i o n  b y  P T H  a c t i v a t e d  o s t e o b l a s t s  r e s u l t i n g  i n  a  s u b s e q u e n t  
i n c r e a s e  b o n e  r e s o r p t i o n  ( K u s a n o ,  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  H o w e v e r  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r - I  ( I G F - I )  s t i m u l a t e d  b y  
P T H  s t i m u l a t e s  o s t e o b l a s t  p r o l i f e r a t i o n  r e s u l t i n g  i n  a  h i g h e r  r a t e  
o f  b o n e  f o r m a t i o n  ( L i n k h a r t  &  M o h a n ,  1 9 8 9 ) .  R A N K L  i s  a  
m e m b r a n e  p r o t e i n  p r o d u c e d  b y  o s t e o b l a s t s ,  w h i c h  w h e n  e x p r e s s e d  
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i n d u c e s  o s t e o c l a s t  m a t u r a t i o n  a n d  b o n e  r e s o r p t i o n  ( R a n a ,  S c h u l t z ,  
F r e e m a n ,  &  B i s w a s ,  2 0 1 2 ) .  I t s  r e c e p t o r  a c t i v a t o r  N F - κ B  ( R A N K )  
l i e s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  h a e m a t o p o i e t i c  c e l l s .  I n i t i a t i n g  m i c r o d a m a g e  
b y  m e c h a n i c a l l y  s c r a p i n g  o s t e o c y t e  s u r f a c e s  p r o m p t i n g  l o c a l  
s e c r e t i o n  o f  R A N K L  i n d u c i n g  t h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  i n i t i a l  p h a s e  o f  
o s t e o c l a s t i c  c e l l  f o r m a t i o n , t h e r e f o r e ,  e n c o u r a g i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  
n e w  b o n e  i n  a c u t e l y  s p e c i f i c  r e g i o n s  ( K u r a t a ,  H e i n o ,  H i g a k i ,  &  
V ä ä n ä n e n ,  2 0 0 6 ) .   S i m i l a r l y  e x p o s e d  t o  P T H ,  R A N K L  s e c r e t i o n  i s  
s t i m u l a t e d  l e a d i n g  t o w a r d s  a n  i n c r e a s e  i n  o s t e o c l a s t o g e n e s i s  a n d  
c o n s e q u e n t l y  a  r e d u c t i o n  i n  b o n e  m a s s  ( C o e t z e e ,  H a a g ,  &  K r u g e r ,  
2 0 0 7 ) .  W h e n  i n d u c e d  b y  P T H ,  o s t e o c y t e s ,  n o t  m a t u r e  o s t e o b l a s t s  
h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  t h e  m a j o r  s o u r c e  o f  R A N K L .  I n  t h e  s a m e  
s t u d y ,  a  7 0 %  r e d u c t i o n  i n  c a n c e l l o u s  o s t e o c l a s t  c o u n t  o c c u r r e d  
w h e n  R A N K L  w a s  d e l e t e d  f r o m  o s t e o c y t e s  a n d  o s t e o b l a s t s  w i t h o u t  
t h e  d i s t a n t  t r a n s c r i p t i o n a l  e n h a n c e r  i d e n t i f i e d  a s  t h e  d i s t a l  c o n t r o l  
r e g i o n  ( D C R )  u s e d  t o  m e d i a t e  P T H  a n d  R A N K L  e x p r e s s i o n  ( X i o n g ,  
e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  S t i m u l a t i o n  o f  o s t e o g e n e s i s  b y  R A N K L  i s  c o n t r o l l e d  
b y  t h e  r a t i o  o f  O P G  t o  R A N K L  a s  O P G  s t o p s  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  
R A N K L  l i g a n d  t o  t h e  R A N K  m o l e c u l e  a s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e  5 .   
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W h e n  a p p l i e d  t o  a  m o d e l  o f  m e c h a n i c a l  l o a d i n g  O P G / R A N K L  r a t i o s  
h a v e  b e e n  s h o w n  t o  c o r r e l a t e  ( T y r o v o l a  &  O d o n t ,  2 0 1 5 )  w i t h  t h a t  
o f  F r o s t s  ( 1 9 8 7 )  “ m e c h a n o s t a t  t h e o r y ” ,  i n d i c a t i n g  t h a t  O P G  a n d  
R A N K L  a r e  k e y  m o d e r a t o r s  o f  b o n e  l o s s  i n  a n  u n d e r l o a d e d  m o d e l .   
 
I n  p o s t m e n o p a u s a l  w o m e n ,  t h e  R A N K L / O P G  r a t i o  i s  a  u s e f u l  m a r k e r  
f o r  p r e d i c t i n g  t h e  o n s e t  o f  o s t e o p o r o s i s ,  h a v i n g  a n  i n v e r s e  
r e l a t i o n s h i p  w i t h  b o n e  m a s s  d e n s i t y  ( J a b b a r ,  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  
T r e a t m e n t  o f  O P G  i n  t a i l - s u s p e n d e d  m i c e ,  r e d u c e d  f e m o r a l  
e n d o c o r t i c a l  r e s o r p t i o n  b y  2 4 %  c o m p a r e d  t o  p l a c e b o - t r e a t e d  
g r o u p s ,  m i c r o h a r d n e s s  a l s o  i n c r e a s e d  b y  5 . 7 %  c o m p a r e d  t o  p l a c e b o -
t r e a t e d  t a i l - s u s p e n d e d  m i c e ,  r e t u r n i n g  i t  t o  n o n s u s p e n d e d  c o n t r o l  
Figure 5. Model illustrating the mechanisms by which OPG and RANKL regulate 
bone resorption and bone formation through osteoblast/osteoclast interaction. 
(Lewiecki, 2011) 
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l e v e l s  ( B a t e m a n ,  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  A n o t h e r  k e y  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e ,  
i n t e r l e u k i n  ( I L ) - 1 β  e n c o u r a g e s  o s t e o c l a s t o g e n e s i s  b y  s t i m u l a t i n g  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  O P G  l i g a n d  ( O P G L ) ,   p r o m o t i n g  b o n e  r e s o r p t i o n  
a n d  t h e r e f o r e  b o n e  l o s s  ( H o f b a u e r ,  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  M o r e o v e r ,  i n  
p a t i e n t s  s u f f e r i n g  f r o m  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s ,  I L - 1 β  w a s  s h o w n  t o  
e n c o u r a g e  u p - r e g u l a t i o n  o f  o s t e o b l a s t i c  a p o p t o s i s  ( T s u b o i ,  e t  a l . ,  
1 9 9 9 ) i n d i c a t i n g  a  p o s s i b l e  l i n k  b e t w e e n  I L - 1 β  e x p r e s s i o n  a n d  t h e  
r e d u c t i o n  i n  o s t e o b l a s t  c e l l u l a r  i n t e g r i t y  s e e n  i n  s k e l e t a l  u n l o a d i n g  
( N a b a v i ,  K h a n d a n i ,  C a m i r a n d ,  &  H a r r i s o n ,  2 0 1 1 ) .  K u l k a r n i  e t  a l ,  
( 2 0 1 2 )  f o u n d  o s t e o c l a s t o g e n e s i s  w a s  i n h i b i t e d  r e g a r d l e s s  o f  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  I L - 1 β  w h e n  t h e  b o n e  i s  s u b j e c t e d  t o  m e c h a n i c a l  
l o a d i n g .  A d d i t i o n a l l y ,  i n h i b i t i o n  o f  t h e  c l u s t e r i n g  o f  o s t e o c l a s t  
p r e c u r s o r s  ( a  k e y  c o m p o n e n t  o f  b o n e  f o r m a t i o n )  w a s  o b s e r v e d  w h e n  
e x p o s e d  t o  m e c h a n i c a l l y  l o a d e d  I L - 1 β - t r e a t e d  o s t e o c y t e s .  
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1.2.0: Pathologies Associated with the Skeletal Loading Regime 
 
1.2.1: Osteoporosis 
  
O s t e o p o r o s i s  i s  a  d i s e a s e  o f  b o n e  c h a r a c t e r i s e d  b y  a n  i n a d e q u a t e  
a m o u n t  a n d / o r  f a u l t y  s t r u c t u r e  o f  b o n e  s u b s e q u e n t l y  l e a d i n g  t o  
r e d u c e d  b o n e  s t r e n g t h  a n d  f r a g i l i t y .  P r e d i s p o s i t i o n  t o  b o n e  f r a c t u r e  
i s  t h e r e f o r e  h e i g h t e n e d  ( K a n i s ,  M e l t o n  I I I ,  C h r i s t i a n s e n ,  J o h n s t o n ,  
&  K h a l t a e v ,  1 9 9 4 ) . O r i g i n a l l y  c o i n e d  i n  t h e  1 9 t h  C e n t u r y ,  t h e  t e r m  
o s t e o p o r o s i s  ( m e a n i n g  ‘ p o r o u s  b o n e ’ )  w a s  i n i t i a l l y  a  h i s t o l o g i c a l  
d i a g n o s i s ,  s i n c e  t h e n ,  h o w e v e r ,  i t  h a s  d e v e l o p e d  t o  m e a n  ‘ b o n e  t h a t  
i s  m i n e r a l i s e d  n o r m a l l y  b u t  i s  o f  r e d u c e d  q u a n t i t y ’  ( F i g u r e  6 )  b e i n g  
m e a s u r e d  b y  a  r e d u c e d  b o n e  m i n e r a l  d e n s i t y  ( B M D )  t h r o u g h  
r a d i o l o g i c a l  a n a l y s i s  ( A r d e n ,  2 0 0 6 ) .   
 
Figure 6: (a) Cancellous bone (b) Osteoporotic Bone. Reproduced from (Litwic & 
Dennison, 2014) 
28 
 
F u r t h e r  d i a g n o s i s  i n c l u d e s  p r e v i o u s  f r a c t u r e s  (Wo r l d  H ea l t h  
O r gan iza t i on ,  2 00 4) .  T he  o ns e t  o f  o s t eo po r os i s  i s  n o t  f u l l y  u n d er s t oo d 
h o w ev e r  i t  i s  t h o u gh t  t o  b e  t r i gge r ed  by  d i s p ro po r t i on a t e  r e s o r p t io n  an d  
an  i nsu f f i c i en t  r es po ns e  to  t he  i nc r ea s ed  r e so r p t i on  du r i n g  b on e  
r emo d e l i n g  ( Vi go r i t a ,  19 99 ) .  Ov er  5 0 0 , 00 0  p eo p l e  r ece i ve  h osp i t a l  
t r e a tm en t  f o r  f r ag i l i t y  f r a c t u re s  eve ry  yea r  a s  a  r e su l t  o f  o s t eo po ro s i s  
( N HS ,  2 01 6 ) .  Os t eo p or o t i c  f r a c tu r es  a r e  mo r e  f r equ en t ly  o b s e r v ed  in  
o ld e r  p a t i en t s ,  w i th  t h e  l a r ge s t  i n c id ence  r a t e  i n  e l d e r l y,  p o s t -
m eno p au sa l  w om en  w i th  f r ac tu r e  r a t es  as  h i gh  a s  40 %  in  wh i t e  w om en  
o v e r  50  com p arab le  t o  t h e  1 3 % f r ac tu r e  r a t e  s een  i n  wh i t e  m en  o f  t h e  
s ame  age  ( Me l t on ,  Ch r i s ch i l l e s ,  C oop e r ,  Lan e ,  &  R i ggs ,  19 92 ) .  A s  w e 
s ee  a  l a r ge r ,  i n c r eas in g  ag in g  p op u l a t io n  ( av er age  l i f esp an  i s  p red i c t ed  
t o  r a i s e  b y an o th e r  10  yea r s  b y 2 0 50  ( C en t e r s  fo r  Di s eas e  Co n t ro l  an d  
P r ev en t i on ,  2 00 3 ) )  a  s imu l t an eou s  r i s e  i n  p r ev a l en ce  o f  age - r e l a t ed  
d i s eas e s  a l so  o ccu rs ,  f o r  ex amp l e  in  t h e  US A a  l a r ge  p r ob ab i l i t y  s amp l e  
s u rv e y f o u nd  2 0%  o f  w h i t e  p os tm eno p au sa l  w om en  su f f e r ed  f r om 
o s t eop or os i s  o f  t h e  f emo r a l  n eck  wi t h  a  s imi l a r  s t a t i s t i c  ( 2 0 %)  f o r  m en  
ab ov e  50  s u f f e r i n g  f r om  os t eop o ro s i s  i n  gen e r a l  (M el t o n  J .  L . ,  2 00 1) .  In  
t h e  U K  t h e  s t a t i s t i c  i s  s l i gh t l y h i gh e r  w i t h  n ea r l y 2 5 %  of  w o men  o v e r  50  
a f f l i c t ed  wi t h  os t eop o ro s i s  (K enn y,  2 01 4 ) .  A s  ag in g  o ccu rs  s o  do es  b one  
g r o w th ,  sh o win g  a  p a r t i cu l a r l y s ev e r e  ch an ge  in  d en s i t y ,  r e ach in g  p eak  
d ens i t y  e a r l y i n  l i f e  a t  a r ou nd  t h e  mid  to  l a t e  2 0 ’s  (O 'F l ah er t y,  2 0 00 ) .  
A f t e r  t h i s ,  p eak  BM D  na tu r a l l y  d ec l in e s .  On  av e rage  a  s ev e re  d ro p  in  
BM D i s  s een  a t  t h e  age  o f  5 0 ,  p redo mi n an t l y i n  wo m en  co r r e l a t i n g  wi t h  
t h e  p os t /m en op aus a l  p e r io d  ( 53 .2 %  amo n g  w om en  and  20 .7 %  am on g  m en )  
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( v an  S t aa ,  D enn i so n ,  Leu f k ens ,  &  C oo p er ,  2 00 1) .  Th e  cau s a l  l i nk  
b e tw een  rap i d  b one  l os s  an d  m en op au s e  can  b e  m ai n l y  a t t r i b u t ed  to  a  
r ed u c t i on  in  o e s t rogen  l ev e l s .  T h er e f o r e  o es t r o gen  t h e r apy h a s  b een  us ed  
a s  a  su cces s fu l  t r e a t men t  f o r  p a t i en t s  su f f e r i n g  f ro m m en op aus a l  r e l a t ed  
b o ne  l os s  ( Li n d s ay,  e t  a l . ,  1 97 8)  (S chne i d er ,  Ba r r e t t -Co nno r ,  &  M or to n ,  
1 9 97 )  ( Mu nk -J ens en ,  N i e l s en ,  Ob e l ,  &  E r ik s en ,  19 88 ) .  A dd i t i on a l l y ,  
w o men  w i th  a  l o w er  BM D b e fo r e  t h e  s t a r t  o f  m en op aus e  hav e  b een  sh ow n 
t o  h av e  a  g r ea t e r  r a t e  o f  bo n e  lo s s ,  t h e r e fo r e  a r e  a t  a  gr ea t e r  r i s k  o f  
f r a c tu r e  (R i i s ,  H ans en ,  J ens en ,  O v er gaa r d ,  &  C hr i s t i ans en ,  1 99 6) .   
S eve r a l  s econ da r y f ac to r s  su ch  as  m a r r o w - r e l a t ed  d i s o r d er s ,  e a t in g  
d i s o rd e rs ,  d i s o rd e rs  o f  t he  ga s t ro in t e s t in a l  o r  b i l i a r y t r a c t ,  end o cr in e  
d i s o rd e rs ,  and  adv er s e  e f f ec t s  o f  d r u g  t h e r ap y,  r en a l  d i s ea s e ,  c an ce r ,  
an d  imm ob i l i z a t i on  can  in f l u en ce  th e  o ns e t  o f  o s t eop or os i s  
( F i t z p a t r i ck ,  2 00 2) .  P a t i en t s  wh o  a r e  a t  a  h i gh e r  r i sk  o f  o s t eop or os i s  
w o u l d  s ee  a  g r ea t e r  amo un t  o f  b on e  los s  t h ro u gh  an y r ed u c t io n  in  
m echan i ca l  l o ad  T an n en b au m,  e t  a l .  ( 20 0 2)  fo un d  32 % o f  
p os tm en op aus a l  wom en  i n  t h e i r  s t ud y ( 5 5  o f  17 3  wo m en )  p r e s en t ed  
s econ d ar y cau s es  o f  bo n e  los s .  In  m en ,  s econ d ar y d i so rd er s  o r  c aus e s  
a r e  fo un d  to  b e  th e  mo s t  p r ev a l e n t  so ur ce  o f  o s t eop or os i s  ( K or p i -
S t e in e r ,  Mi lh o rn ,  &  H amm et t -S t ab l e r ,  20 14 ) ,  e s p ec i a l l y  t h e  
p r e s c r ip t io n  o f  g luco co r t i co id s  ( Ad le r ,  20 13 ) .  P r es c r i bed  to  t r e a t  
co nd i t i on s  su ch  as  r h eum at o id  a r th r i t i s  o r  ch ro n i c  o bs t r uc t i v e  
p u l mo na r y d i sea s e  ( C an a l i s ,  M azz io t t i ,  G i us t in a ,  &  Bi l ez i k i an ,  20 07 ) ,  
g l u co co r t i co i d - in du ced  os t eop o ro s i s  h app ens  i n  t w o  p h as e s ;  a  r ap i d  
d ec r eas e  in  BMD  cau s ed  b y an  i n c rea se  in  b on e  r e so r p t i on ,  u p  t o  a  2 7 % 
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r ed u c t i on  in  t o t a l  bo n e  vo lum e  i n  t h e  f i r s t  12  m ont hs  o f  g l u co cor t i co id  
t r e a tm en t  ( Lo C as c io ,  e t  a l . ,  1 99 0 )  r esu l t i n g  i n  up  to  7 5 % h i gh e r  r i s k  o f  
f r a c tu r e  ( V an  S t aa ,  Leu f k en s ,  A b en h a im ,  Zh an g ,  &  C oo p er ,  2 00 0 )  
f o l lo w ed  b y a  s lo wer  d ec l i ne  i n  BM D t ho u gh t  t o  b e  t he  re s u l t  o f  
i mp a i r ed  b on e  fo rma t i on  ( O’ Br i en ,  e t  a l . ,  2 00 3 ) .  Co nv e rse l y ,  p l a sm a  
g l u co co r t i co i d  l ev e l s  sh ow  n o  co r r e l a t i on  wi t h  BMD  i n  un d e r lo ad ed  
m od e l s  ( H a l l o r an ,  B i k l e ,  C on e ,  &  Mor e y - H o l to n ,  1 98 8 ) .  H o w ev e r ,  
B r a i t h ,  e t  a l  ( 20 03 )  f ou nd  m ech an i ca l  l o ad i n g  t h ro u gh  exe r c i s e  i n  
p a t i en t s  w ho  s u f f e red  f r om  g lu co co r t i co id  b on e  lo s s  a f t e r  h ea r t  
t r an sp l an t  s u r ge r y i n c r eas ed  BM D wh er e a s  BM D w as  s i gn i f i c an t l y 
r ed u ced  in  t he  co n t r o l  g r ou p .  S ho wi n g a  co r r e l a t i o n  ex p l a i n ed  b y 
Wo l f f ’ s  Law  ( F r os t  H .  M. ,  20 04 ) .  
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1.2.3: Skeletal Models – Effects of Loading and Under-loading 
 
 
W o l f f ’ s  l a w  i s  t h e  r u l e  w h i c h  d e s c r i b e s  t h e  a d a p t i v e  c h a n g e  
l o a d i n g  h a s  o n  t h e  b o n e s  o f  a n  i n d i v i d u a l  i f  l o a d i n g  i n c r e a s e s  
t h e n  t h e  b o n e  w i l l  b e g i n  t h e  p r o c e s s  o f  r e m o d e l i n g  ( B a r a k ,  
L i e b e r m a n ,  &  H u b l i n ,  2 0 1 1 ) ,  s t r e n g t h e n i n g  t o  r e s i s t  t h e  l o a d  
p l a c e d  o n  i t .  F i g u r e  7  c l e a r l y  h i g h l i g h t s  t h i s  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
l o a d i n g  a n d  r e m o d e l i n g .  I f  e x p o s e d  t o  a  r e d u c e d  l o a d  t h e n  W o l f f ’ s  
l a w  t a k e s  t h e  f o r m  o f  a  r e d u c t i o n  i n  B M D  a s  s e e n  i n  d i s e a s e s  s u c h  
a s  d i s u s e  O s t e o p o r o s i s  ( o s t e o p o r o s i s  a s  a  r e s u l t  o f  u n d e r - l o a d i n g  
Figure 7: The relationship between mechanical loading, remodeling activity, and 
bone formation. Where error function is daily load – normal loading pattern 
(Turner, 1998) 
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b o n e )  w h i c h  c a n  b e  d e r i v e d  f r o m  t w o  s o u r c e s ;  a  f a i l u r e  o f  b o n e  t o  
a t t a i n  o p t i m a l  B M D  a n d  s t r e n g t h ,  i f  d u r i n g  t h e  b u i l d - u p  o f  b o n e  
m a s s ,  d i s u s e  h a d  o c c u r r e d  a n d  a n  a c c e l e r a t e d  r a t e  o f  r e s o r p t i o n  
v e r s u s  a  s l o w e r  r a t e  o f  f o r m a t i o n  ( R a i s z ,  B i l e z i k i a n ,  &  M a r t i n ,  
2 0 0 8 ) .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  o b s e r v e d  a  c a u s a l  l i n k  b e t w e e n  u n d e r -
l o a d i n g  a n d  o s t e o p o r o s i s  ( b o n e  l o s s )  i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  d i f f e r e n t  
m o d e l s ,  f o r  e x a m p l e ,  V i c o ,  N o v i k o v ,  V e r y ,  &  A l e x a n d r e  ( 1 9 9 1 )  
e s t a b l i s h e d  a  d i f f e r e n c e  i n  b o n e  l o s s  s e e n  i n  t a i l - s u s p e n d e d  r a t s  
w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  r a t s  e x p e r i e n c i n g  w e i g h t l e s s n e s s  
d u r i n g  s p a c e f l i g h t .  B o t h  m o d e l s  e x p e r i e n c e d  b o n e  l o s s  h o w e v e r  
t r a b e c u l a r  b o n e  l o s s  w a s  m o r e  w i d e s p r e a d  i n  s p a c e f l i g h t  r a t s ,  
c o n v e r s e l y ,  t h e  r a t e  o f  b o n e  r e s o r p t i o n  w a s  u n c h a n g e d  i n  
s p a c e f l i g h t  r a t s  b u t  t a i l - s u s p e n d e d  r a t s  s h o w e d  a  t w o f o l d  
i n c r e a s e .  F u r t h e r i n g  t h i s ,  t a i l - s u s p e n d e d  r a t s  e x h i b i t  a  d e c r e a s e  i n  
b o n e  f o r m a t i o n ,  h o w e v e r  a f t e r  1 2  d a y s  b o n e  f o r m a t i o n  h a d  
r e t u r n e d  t o  n o r m a l ,  s u g g e s t i n g  u n d e r - l o a d i n g  o n l y  h a s  a  t e m p o r a r y  
e f f e c t  o n  b o n e  f o r m a t i o n  ( G l o b u s ,  B i k l e ,  &  M o r e y - H o l t o n ,  1 9 8 6 ) .  
A  r e l a t e d  s t u d y  l o o k i n g  a t  t h e  e f f e c t  o f  l o a d i n g  o n  b o n e  f o r m a t i o n  
d i s c o v e r e d  a n  i n c r e a s e  i n  B M D  o f  t h e  l u m b a r  v e r t e b r a e  i n  t h e  
h i n d - l i m b  s u s p e n d e d  m i c e  ( F i g u r e  8 )  ( Z h a o ,  D o d g e ,  L e d e t ,  &  
Y o k o t a ,  2 0 1 1 ) .  M o r e o v e r ,  s i m i l a r  s t u d i e s  c o r r e l a t e  w i t h  p r e v i o u s  
f i n d i n g s ,  n a m e l y  t h a t  h i n d l i m b /  t a i l - s u s p e n s i o n  i n  r a t s  a n d  m i c e  
d e m o n s t r a t e  i n c r e a s e s  i n  b o n e  r e s o r p t i o n  w h i l s t  b o n e  f o r m a t i o n  
w a s  i n h i b i t e d  ( W r o n s k i  &  M o r e y ,  1 9 8 2 )  ( M a t s u m o t o ,  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  
( I s h i j i m a ,  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  A n o t h e r   a n i m a l  m o d e l  b y  w h i c h  
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i m m o b i l i z a t i o n  h a s  b e e n  s t u d i e d  i s  t h a t  o f  t h e  d o g ,  G r y n p a s  e t  a l ,  
( 1 9 9 5 )  o b s e r v e d  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  c o r t i c a l  b o n e  d e n s i t y  
w i t h i n  t h e  i m m o b i l i z e d  c o n t r o l  g r o u p  o f  6  b e a g l e  d o g s .  T h e  
d e c r e a s e  i n  b o n e  d e n s i t y  w a s  a t t r i b u t e d  t o  s i g n i f i c a n t  
h y p o m i n e r a l i z a t i o n  o f  t h e  t r a b e c u l a r  b o n e .  A  p r e v i o u s  s t u d y  
o b s e r v e d  t h e  e f f e c t  a n  A O  p l a t e  f i x a t o r  p l a c e d  o n  t h e  r i g h t  f e m u r  
o f  d o g s  w o u l d  h a v e  o n  t h e  b o n e  i n  a n  a t t e m p t  t o  i n d u c e  b o n e  l o s s .  
T h e y  d e t e c t e d  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  b o n e  m i n e r a l  m a s s  p e r  
c e n t i m e t r e  l e n g t h  o f  t h e  A O - p l a t e d  f e m o r a  c a u s e d  b y  t h e  a c u t e  
r e s o r p t i o n  o f t e n  s e e n  i n  b o n e  d i s u s e  s t u d i e s  ( T o n i n o ,  D a v i d s o n ,  
K l o p p e r ,  &  L i n c l a u ,  1 9 7 3 ) .  L i k e w i s e ,  T h o m a s ,  e t  a l . ,  ( 1 9 9 6 ) ,  u s e d  
p l a t e  f i x a t o r s  t o  s i m u l a t e  i m m o b i l i z a t i o n  f r o m  t h e  t i b i a  t o  t h e  
m e t a t a r s u s  o f  a d u l t  f e m a l e  s h e e p .  A f t e r  1 2  w e e k s  a  2 9 %  d e c r e a s e  
Figure 8: PIXImus measurements of mice hind limbs (Zhao, 
Dodge, Ledet, & Yokota, 2011) 
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i n  t r a b e c u l a r  b o n e  v o l u m e  w a s  o b s e r v e d .  F u r t h e r i n g  t h i s  
L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  ( 2 0 1 1 )  u s e d  e x t e r n a l  f i x a t o r  b a r s  o n  l e f t  
c a l c a n e u s  o f  e w e s ,  r e d u c i n g  m a x i m u m  l o c a l  l o a d s  b y  5 0 % .  T h i s  
r e d u c t i o n  i n  m a x i m u m  l o a d  s a w  a  d e c l i n e  i n  c o r t i c a l  a r e a  a n d  
t h i c k n e s s  a f t e r  1 6  w e e k s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  m e a n  c a n a l  a r e a  o f  
6 2 . 5 ± 1 5 µ m 2 .  I n  o n e  s t u d y ,  s h e e p  t h a t  w e r e  s u b j e c t e d  t o  
i m m o b i l i z a t i o n  o v e r  a  p e r i o d  o f  1 2  w e e k s  f o u n d  n o  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  b o n e  m a s s  c o n t e n t  ( B M C )  o f  s u b j e c t s  t h a t  
h a d  f i x a t o r  b a r s  r e m o v e d  f o r  2 0  m i n u t e s  a  d a y  a l l o w i n g  f o r  f r e e  
m o v e m e n t  a n d  w e i g h t  b e a r i n g  o n  t h e  l e f t  c a l c a n e u s ,  w h e n  
c o m p a r e d  t o  s u b j e c t s  t h a t  d i d  n o t  h a v e  t h e i r  f i x a t o r s  r e m o v e d  
( 2 1 %  a n d  2 2 %  r e d u c t i o n  i n  B M C  r e s p e c t i v e l y )  ( S k e r r y  &  L a n y o n ,  
1 9 9 5 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  i t  i s  p r o l o n g e d  e x p o s u r e  t o  a  r e d u c e d  
l o a d  t h a t  c a u s e s  a  r e d u c e d  b o n e  m a s s  a n d  n o t  s i m p l y  b r i e f  c h a n g e s  
i n  l o a d i n g  e n v i r o n m e n t .  R e s e a r c h  o n  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  c a n  b e  
d e r i v e d  f r o m  i t ’ s  s i m i l a r  m o r p h o l o g y  w i t h  t h a t  o f  t h e  h u m a n  
f e m o r a l  n e c k  ,  p r o d u c i n g  c o m p a r a b l e  r e s u l t s  w h e n  l o o k i n g  a t  
f r a g i l i t y  f r a c t u r e s  ( L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  T h e s e  r e s u l t s  c a n  
o n l y  b e  c o m p a r e d  b e c a u s e  o f  t h e  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  
p r i n c i p a l  l o a d i n g  a x i s  o f  b o t h  m o d e l s  ( F i g u r e  9 ) .  I n  c a s e s  o f  
l o a d i n g ,  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  i n  t h e  t h i c k n e s s  o f  c o r t i c a l  b o n e  
a l o n g  t h e  i n f e r i o r  w e i g h t - b e a r i n g  r e g i o n  o f  t h e  h u m a n  f e m o r a l  
n e c k  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  ( N a r r a ,  V i i k ,  H y t t i n e n ,  &  S i e v ä n e n ,  
2 0 1 3 ) .   
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Figure 9. a) Schematic cross section of the femoral neck. Adapted from (Bell, et al.). b) An illustration 
of a cross section of the ovine calcaneus. c) Image capture of the frontal femoral neck. Modified from 
(Antonelli, 2001). d) High-Resolution image of the ovine calcaneus, image provided by Dr Jon power. 
All Images have labelled quadrants with their representative section within the other model shown in 
brackets e.g. The “dorsal” quadrant of the ovine calcaneus is structurally similar to the “(inferior)” 
section of the human femoral neck etc. 
a) b) 
c) d) 
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S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  w h e r e  
i n c r e a s e d  o s t e o n a l  r e m o d e l i n g  w a s  f o u n d  t o  b e  c l o s e l y  l i n k e d  t o  a  
g r e a t e r  l o a d i n g  s t r a i n  i n  t h e  c r a n i a l  ( s u p e r i o r )  a x i s  ( L a n y o n ,  
M a g e e ,  &  B a g g o t t ,  1 9 7 9 ) .  T h e  c o r t i c a l  w i d t h  o f  t h e  f e m o r a l  n e c k  
i s  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  w h e n  s u b j e c t e d  t o  p e r i o d s  o f  u n d e r - l o a d i n g  
i n  h u m a n s  ( M a y h e w ,  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  l i k e w i s e  c o r t i c a l  w i d t h  o f  t h e  
s h e e p  c a l c a n e u s  i s  a l s o  r e d u c e d  ( L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  A n  
i n c r e a s e  i n  o s t e o i d  t o  b o n e  s u r f a c e  r a t i o  h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  i n  
t h e  f e m o r a l  n e c k  ( P o w e r ,  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  i n d i c a t i n g  a  r e m o d e l i n g  
i m b a l a n c e  l e a d i n g  t o  a  r e d u c t i o n  i n  b o n e  m a s s .  P r e v i o u s l y  
T h o m a s ,  e t  a l . ,  ( 1 9 9 5 )  f o u n d  t h e  s a m e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  u n d e r -
l o a d i n g  a n d  o s t e o i d  i n c r e a s e ,  a l m o s t  d o u b l i n g  t h e  p e r c e n t a g e  
c o v e r i n g  o f  o s t e o i d  o n  t h e  b o n e  s u r f a c e  f r o m  3 . 9 %  i n  t h e  c o n t r o l  
t o  7 . 7 %  i n  t h e  i m m o b i l i z e d  c a l c a n e u s .  B M D  s h o w s  s i m i l a r  
p a t t e r n s  i n  t h e  h u m a n  f e m o r a l  n e c k  ( M a g n u s s o n ,  L i n d é n ,  
K a r l s s o n ,  O b r a n t ,  &  K a r l s s o n ,  2 0 0 1 )  ( L e b l a n c ,  S c h n e i d e r ,  E v a n s ,  
E n g e l b r e t s o n ,  &  K r e b s ,  1 9 9 0 )  ( F o x ,  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a n d  o v i n e  
c a l c a n e u s  ( S k e r r y  &  L a n y o n ,  1 9 9 5 )  ( T h o m a s ,  e t  a l . ,  1 9 9 6 )  n a m e l y  
t h a t  i t  i s  r e d u c e d  i n  a n  u n d e r l o a d e d  m o d e l .  
L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  ( 2 0 1 1 )  o b s e r v e d  a  m a r k e d  d e c r e a s e  i n  % c o r t i c a l  
a r e a  ( d i f f ;  -  1 0 . 6 % )  a n d  c o r t i c a l  t h i c k n e s s  ( d i f f  - 0 . 1 3 m m )  i n  t h e  
u n d e r - l o a d e d  c a l c a n e u s  a t  1 6  w e e k s .  I n  a d d i t i o n  m e a n  c a n a l  a r e a  
w a s  i n c r e a s e d  ( d i f f  + 6 2 . 5 ± 1 5 µ m 2 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  a  d i r e c t  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  u n d e r l o a d i n g  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  a n d  
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i n c r e a s e d  b o n e  l o s s  w i t h i n  t h e  o v i n e  m o d e l .  H o w e v e r  f u r t h e r  
s t u d y  i n t o  t h i s  r e l a t i o n s h i p  c a n  b e  a c h i e v e d  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  
g r e a t e r  s p e c i f i c i t y ;  n a m e l y  r a t h e r  t h a n  m e a s u r i n g  t h e  w h o l e  
c a l c a n e u s  ( L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  2 0 1 1 )  d o n e  b y   s i m p l y  g e n e r a t i n g  
d a t a  f o r  t h e  e a c h  o f  t h e  f o u r  q u a d r a n t s ( a s  c a n  b e  s e e n  i n  f i g u r e  9 ) .  
T h i s  w o u l d  i n  t u r n  p r o v i d e  a  g r e a t e r  u n d e r s t a n d i n g  a s  t o  t h e  e x a c t  
a r e a  a n d  a l o n g  w h i c h  l o a d i n g  a x i s  b o n e  l o s s  o f  t h e  o v i n e  
c a l c a n e u s  c a n  b e  s e e n .  
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1.2.4: The Aims and Objectives 
 
I t  i s  w e l l  d o c u m e n t e d  t h a t  t h e  s k e l e t o n  r e s p o n d s  t o  r e d u c e d  
m e c h a n i c a l  l o a d  b y  a  r e d u c t i o n  i n  b o n e  m a s s .  W h i l e  t h e  r e l a t i o n s h i p  
o f  d i m i n i s h e d  b o n e  m a s s  w i t h  d e c r e a s e d  m e c h a n i c a l  l o a d  i s  w e l l  
e s t a b l i s h e d  ( F r o s t  H .  M . ,  S k e l e t a l  s t r u c t u r a l  a d a p t a t i o n s  t o  
m e c h a n i c a l  u s a g e  ( S A T M U ) :  2 .  R e d e f i n i n g  W o l f f ' s  L a w :  T h e  
r e m o d e l i n g  p r o b l e m ,  1 9 9 0 ) ,  t h e  r a t e s  b y  w h i c h  a  s t r u c t u r a l  c h a n g e  
a n d / o r  b o n e  t u r n o v e r  r a t e s  o c c u r  a r e  l e s s  c l e a r .  T h i s  s t u d y  
a d d r e s s e s  t h e s e  i s s u e s  v i a  h i s t o m o r p h o m e t r i c  m e a s u r e m e n t s  o f  
s t r u c t u r a l  p a r a m e t e r s  s p e c i f i c a l l y  c o r t i c a l  p o r o s i t y ,  c o r t i c a l  w i d t h  
a n d  b o n e  r e m o d e l i n g  ( b o n e  f o r m a t i o n ) .  C h a n g e s  i n  t h e s e  p a r a m e t e r s  
w e r e  t o  c o n s i d e r  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  l e a d i n g  t o  a  r e d u c t i o n  i n  
b o n e  s t r e n g t h  i n  r e s p o n s e  t o  a  r e d u c t i o n  i n  m e c h a n i c a l  l o a d .  
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  v e r i f y  a  l i n k  b e t w e e n  b o n e  l o s s  
a n d  m e c h a n i c a l  u n d e r - l o a d i n g  w i t h i n  t h e  t e m p o r a l  m o d e l  o f  t h e  
o v i n e  c a l c a n e u s .  
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Chapter 2.0: Materials and Methods 
 
T h i s  h i s t o l o g i c a l  s t u d y  w a s  b a s e d  o n  a n  o v i n e  m o d e l  o f  u n d e r -
l o a d i n g  w h e r e  a l l  p r e v i o u s  s u r g i c a l  a n d  h i s t o l o g i c a l  p r o c e d u r e s  
w e r e  a l r e a d y  c o m p l e t e d .  T h e  h i s t o l o g i c a l  p r o c e d u r e s  w e r e  c a r r i e d  
o u t  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  C a m b r i d g e  b y  D r .  J .  P o w e r  a n d  u n d e r  t h e  
f u n d i n g  o f  B B S R C  r e s e a r c h  g r a n t  B B / D 0 0 4 6 2 4 / 1  ( D r .  N i g e l  
L o v e r i d g e  p r i n c i p l e  i n v e s t i g a t o r )  ( L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) . A  b r i e f  
o v e r v i e w  o f  t h e  p r o c e s s  f r o m  b o n e  a c q u i s i t i o n  t o  a n a l y s i s  i s  
d e m o n s t r a t e d  i n  f i g u r e  1 0 :   
 
T h e  s u r g i c a l  p r o c e d u r e  u n d e r t a k e n  a b o v e  i n  o r d e r  t o  p r o d u c e  a  s t a t e  
o f  u n d e r - l o a d i n g  i s  b r i e f l y  d e s c r i b e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n .  
Figure 10: Generalised flow chart of the methods 
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2.1.1:  External Fixation of the Ovine Calcaneus 
 
A  f i x a t o r  b a r  ( F i g u r e  1 1  ( b ) )  w a s  s u r g i c a l l y  a p p l i e d  a r o u n d  t h e  
c a l c a n e u s  o f  1 2  a g e - m a t c h e d  e w e s  ,  i m m o b i l i s i n g  t h e  t a r s a l  r e g i o n  
o f  t h e  s h e e p .  T h i s  p r o c e d u r e  c a u s e d  a  5 0 %  r e d u c t i o n  i n  p r i n c i p a l  
s t r a i n  m a g n i t u d e s  o n  t h e  c a l c a n e a l  c o r t i c e s  ( L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  
2 0 1 1 ) .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  f i x a t i o n  6  a n i m a l s  w e r e  s a c r i f i c e d ,  t h i s  
g r o u p  s e r v e d  a s  t h e  t i m e  0  g r o u p  ( c o n t r o l  ( a n i m a l s  e x p e r i e n c i n g  a  
n o r m a l  m e c h a n i c a l  l o a d i n g  r e g i m e ) ) .  A t  w e e k  4  a n o t h e r  6  a n i m a l s  
w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  a  f i n a l  g r o u p  a t  1 6  w e e k s  ( r e p r e s e n t i n g  t h e  
u n d e r l o a d e d  g r o u p s ) .  F o l l o w i n g  s a c r i f i c e ,  t h e  c a l c a n e u s  w a s  
r e m o v e d  b y  m a n u a l  e x t r a c t i o n  a n d  t h e  c r o s s - s e c t i o n  o f  t h e  
c a l c a n e u s  c u t  f r o m  t h e  m i d p o i n t  o f  t h e  b o n e  a s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e  
(a) (b) 
Figure 11: (a) The ovine calcaneus highlighting the mid-point at which 
the bone was cut (b) Placement and appropriate force reduction of the 
fixator bar (Loveridge, 2004) 
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1 1  ( a ) .  T h e  c a l c a n e u s  t h e n  w a s  p r o c e s s e d  f o r  h i s t o l o g y  w h e r e  
s e c t i o n s  w e r e  t a k e n  f r o m  t h e  m i d p o i n t  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  m e t h o d .  
2.1.2: Histology 
 
C r o s s - s e c t i o n s  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  m i d -
s h a f t  o f  e a c h  s a m p l e .  T h e y  w e r e  t h e n  f i x e d  i n  1 0 %  b u f f e r e d  n e u t r a l  
f o r m a l i n  f o r  1 0  d a y s  a t  4 ° C  a n d  w a s h e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  3 0  
m i n u t e s  b e f o r e  d e h y d r a t i o n .  A  s e r i e s  o f  e t h a n o l  d i l u t i o n s  w e r e  u s e d  
f o r  d e h y d r a t i o n ,  t h e  d i l u t i o n s  w e r e  a s  f o l l o w s ;  3 0 ,  5 0 ,  7 0 ,  9 0  a n d   
2 x  c h a n g e s  i n  1 0 0 %  e t h a n o l  w i t h  2 4 h r s  b e t w e e n  e a c h  c h a n g e .  
F o l l o w i n g  d e h y d r a t i o n ,  t h e  b i o p s i e s  w e r e  c l e a r e d  i n  x y l e n e  w i t h  
t w o  c h a n g e s  ( 2 4 h r s  b e t w e e n  e a c h  c h a n g e ) .  A f t e r  c l e a r i n g ,  s a m p l e s  
w e r e  e m b e d d e d  i n  m e t h y l  m e t h a c r y l a t e  ( M M A )  b y  t h e  m e t h o d  o f  
Z a n e l l i  J o a n ,  e t  a l . ,  ( 1 9 9 3 ) .  S e c t i o n s  w e r e  c u t  ( 2 5  µ m  a n d  3 0  µ m ,  
m e a s u r e d  b y  a  m i c r o m e t e r )   o n  a  p o l y c u t  E - s l e d g e  m i c r o t o m e  
( L e i c a ,  M i l t o n  K e y n e s ,  U K )  a n d  w e r e  s t a i n e d  u s i n g  t h e  m o d i f i e d  
G o l d n e r  s t a i n i n g  t e c h n i q u e .  E a c h  b o n e  s a m p l e  p r o v i d e d  o n e  s e c t i o n  
f o r  a n a l y s i s .  
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2.2.1: Microscopic analysis of histomorphometric parameters relating to under-loading of the 
ovine calcaneus 
 
E i g h t e e n  m i c r o s c o p i c  c r o s s  s e c t i o n s  o f  t h e  c a l c a n e u s  w e r e  m o u n t e d  
o n t o  m i c r o s c o p e  s l i d e s  a n d  i m a g e s  w e r e  g a t h e r e d  a t  x 5  o b j e c t i v e  
m a g n i f i c a t i o n  u s i n g  O b j e c t i v e  I m a g i n g ®  s o f t w a r e  ( C a m b r i d g e ,  
U K ) .  T h i s  p r o c e s s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y  b y  D r .  
J .  P o w e r .  C r o s s - s e c t i o n s  o f  t h e  c a l c a n e u s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  
m i c r o s c o p i c  a n a l y s i s ,  w i t h  6  a t  d a y  0  ( c o n t r o l ) ,  5  a t  4 w e e k s  a n d  6  
a t  t h e  f i n a l  t i m e  p o i n t  o f  1 6  w e e k s  p o s t  a p p l i c a t i o n  o f  u n d e r -
l o a d i n g .  O n l y  5  c r o s s - s e c t i o n s  w e r e  e x a m i n e d  a t  w e e k  4  b e c a u s e  
o n e  o f  t h e  d i g i t a l  i m a g e s  f o r  t h a t  t i m e  p o i n t  w a s  c o r r u p t e d  t h e r e f o r e  
m a k i n g  c o m p u t e r  a n a l y s i s  n o t  p o s s i b l e .  S t r u c t u r a l  p a r a m e t e r s  
( c o r t i c a l  w i d t h  a n d  p o r o s i t y )  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  I m a g e J  s o f t w a r e  
( I m a g e J ,  h t t p s : / / i m a g e j . n i h . g o v / i j / ) .  
E a c h  c r o s s - s e c t i o n a l  b o n e  i m a g e  w a s  a n a l y s e d  i n  f o u r  s e p a r a t e  
r e g i o n s  w h i c h  e x p e r i e n c e  s i m i l a r  a n a t o m i c a l  a n d  l o a d i n g  r e g i m e s  
t o  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  r e g i o n s  i n  t h e  h u m a n  f e m o r a l  n e c k .  M e d i a l  
w h i c h  i s  s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r  t o  t h e  a n t e r i o r  r e g i o n  o f  t h e  h u m a n  
f e m o r a l  n e c k ,  D o r s a l  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  i n f e r i o r  r e g i o n  o f  t h e  
f e m o r a l  n e c k ,  L a t e r a l  t h e  p o s t e r i o r  a n d  V e n t r a l  t h e  s u p e r i o r  r e g i o n  
( F i g u r e  1 2 ) .  
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Figure 12:  (a) Human femoral neck cross section displaying the four quadrants 
(image courtesy of Dr. Jon Power) (b) Ovine calcaneus cross section showing the 
four quadrants, ovine model quadrant labels are bracketed (images courtesy of 
Dr. Jon Power) 
(a) (b) 
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2.2.3: Cortical Width Analysis 
 
T h e  m e a s u r i n g  o f  t h e  c o r t i c a l  w i d t h  o f  a  b o n e  i m a g e  w a s  a c h i e v e d  
f i r s t l y  b y  s p l i t t i n g  t h e  i m a g e  i n t o  q u a d r a n t s  f o r  a n a l y s i s .  A  
q u a d r a n t  w a s  m e a s u r e d  b y  a  l i n e  r u n n i n g  f r o m  o p p o s i t e  c o r n e r s  
t h r o u g h  t h e  c e n t r e  p o i n t .  E a c h  q u a d r a n t  w a s  t h e n  f u r t h e r  s p l i t  i n t o  
2 0  s e c t i o n s  e a c h  e q u a l  i n  s i z e ,  p r o v i d i n g  1 8  d a t a  p o i n t s  ( n o t  
i n c l u d i n g  p o i n t s  o f  d a t a  f r o m  e a c h  c o r n e r  a n d  m i d p o i n t ) .  F r o m  h e r e  
l i n e s  w e r e  d r a w n  f r o m  e a c h  o f  t h e  1 8  d a t a  p o i n t s  o n  t h e  e x t r e m i t y  
o f  t h e  i m a g e  i n t o  t h e  c e n t r e  p o i n t  ( F i g u r e  1 3 ) .  T h e  c o r t i c a l  w i d t h  
Figure 13: Measuring the width of the ovine calcaneus. 
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w a s  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  d i s t a n c e  i n  m m  f r o m  t h e  b o u n d a r y  
o f  t h e  e n d o c o r t i c a l  s u r f a c e  t o  t h e  p e r i o s t e a l  e d g e .  W h e r e  c o r t i c a l  
c a n a l s  i n t e r c e p t e d  t h e  e n d o s t e a l / p e r i o s t e a l  m e a s u r e m e n t  ( c o r t i c a l  
w i d t h )  t h i s  d i s t a n c e  w a s  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  v a l u e .  T h e  e n d o s t e a l  
s u r f a c e  w a s  d e f i n e d  p r i o r  t o  m e a s u r e m e n t  b y  t h e  m e t h o d  o f  B r o w n  
e t  a l  ( 1 9 8 7 ) .  W i d t h  w a s  m e a s u r e d  i n  m m  u s i n g  a  s c a l e  f a c t o r  o f  
5 3 7 . 0 2  p i x e l s / m m .  F i g u r e  1 4  i l l u s t r a t e s  t h i s  m e t h o d  p i c t o r i a l l y .  
 
2.2.4: Determination of Total Cortical Porosity 
 
C o r t i c a l  p o r o s i t y  w a s  q u a n t i f i e d  u s i n g  I m a g e J  s o f t w a r e  f i r s t l y  b y  
c r e a t i n g  a  r e d / b l u e / g r e e n  ( R B G )  s t a c k  o f  t h e  i m a g e  a n d  s u b t r a c t i n g  
t h e  r e d  a n d  b l u e  s t a c k e d  i m a g e s .  T h i s  p r o v i d e d  a  g r e y  s c a l e  i m a g e  
a l l o w i n g  f o r  a  c l e a r e r  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  c a n a l s  a n d  p o t e n t i a l  
a r t i f a c t u a l  s e c t i o n i n g  d a m a g e  w i t h i n  t h e  t i s s u e .  F o l l o w i n g  t h i s ,  t h e  
c i r c u m f e r e n c e  o f  e a c h  c a n a l  a r e a  w a s  t r a c e d  a n d  f i l l e d  ( F i g u r e  
1 4 ( a ) .  T h e  i m a g e  w a s  t h e n  t h r e s h o l d e d  a s  t o  c r e a t e  a  b i n a r y  i m a g e  
t h a t  a l l o w e d  f o r  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  f i l l e d  i n  c a n a l s  a n d  t h e  
r e s t  o f  t h e  b o n e  ( F i g u r e  1 4 ( b ) ) .  F i n a l l y ,  a  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  a r e a  
o f  e a c h  p o r e  w a s  g a t h e r e d  u s i n g  t h e  “ a n a l y s e  p a r t i c l e s ”  c o m m a n d  
i n  I m a g e J .  A f t e r  t h i s  h a s  b e e n  a c h i e v e d ,  t h e  s a m e  m e t h o d  w a s  u s e d  
o n  t h e  o r i g i n a l  i m a g e  e x c e p t  f o r  t h e  t o t a l  b o n e  ( F i g u r e  1 4  ( c ) )  a n d  
t h e  m a r r o w  c a v i t y  a r e a  ( F i g u r e  1 4  ( d ) )  w h i c h  w e r e  f i l l e d  
i n d e p e n d e n t l y  a l l o w i n g  f o r  a  s e p a r a t e  m e a s u r e m e n t  o f  e a c h  f e a t u r e .  
A p p l y i n g  t h e  c a l c u l a t i o n  o f   t o t a l  b o n e  –  t o t a l  m a r r o w  c a v i t y  t o  
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d e t e r m i n e  t h e  c o r t i c a l  a r e a ,  t h i s  w a s  t h e n  u s e d  i n  a  s e p a r a t e  
e q u a t i o n :  
             (
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠𝑖𝑡𝑦 𝑎𝑟𝑒𝑎
𝑐𝑜𝑟𝑡𝑖𝑐𝑎𝑙 𝑎𝑟𝑒𝑎
) x100  
p r o v i d i n g  t h e  t o t a l  %  p o r o s i t y  o f  t h e  c o r t i c a l  b o n e .  T h i s  m e t h o d  
w a s  r e p e a t e d  i n  e a c h  r e s p e c t i v e  q u a d r a n t  a l l o w i n g  f u r t h e r  a n a l y s i s  
o f  %  p o r o s i t y  b y  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  s e g m e n t s .  
(a) (b) 
(c) (d) 
Figure 14:  (a) An example of the ovine calcaneus with all canals filled. (b) An 
ovine calcaneus after the canals have been filled and the image threshold. (c) The 
complete calcaneus filled. (d) The filled marrow cavity of the calcaneus after 
being threshold. 
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2.2.5: Determination of cortical bone remodeling - % of canals undergoing bone formation 
 
Q u a n t i f y i n g  c o r t i c a l  r e m o d e l i n g  w a s  a c h i e v e d  m a n u a l l y  t h r o u g h  t h e  
u s e  o f  m i c r o s c o p y  o n  p r e v i o u s l y  a c q u i r e d  b o n e  s e c t i o n s ,  m o u n t e d  
o n  m i c r o s c o p e  s l i d e s  a n d  s t a i n e d  u s i n g  m o d i f i e d  G o l d n e r s  
t r i c h r o m e  m e t h o d .  A  N i k o n  E 2 0 0 0  m i c r o s c o p e  ( a t  x 2 0  o b j .  m a g . )  
a n d  a   m e c h a n i c a l  h a n d  t a l l y  c o u n t e r  w e r e  u s e d  t o  t r a c k  t h e  t o t a l  
n u m b e r  o f  c a n a l s  d e m o n s t r a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  o s t e o i d  ( F i g u r e  1 5 ) .  
T h i s  t e s t  w a s  p e r f o r m e d  b l i n d  a n d  r e p e a t e d  n i n e  t i m e s  f o r  e a c h  
i n d i v i d u a l  s l i d e .  I n  o r d e r  t o  g e n e r a t e  a  r e g i o n a l  a n a l y s i s  ( m e d i a l ,  
l a t e r a l ,  d o r s a l  a n d  v e n t r a l )   e a c h  s l i d e  w a s  s p l i t  i n t o  f o u r  r e g i o n a l  
q u a d r a n t s  u s i n g  a  t h i n  p o i n t  p e r m a n e n t  m a r k e r  p e n .  T h e  p r o p o r t i o n  
o f  t h e  p e r c e n t a g e  o f  f o r m i n g  c a n a l s  ( a s  a n  i n d e x  o f  b o n e  r e m o d e l i n g  
a c t i v i t y )  w a s  c a l c u l a t e d  a s :   
           (
𝑛𝑜.  𝑜𝑓 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑖𝑛𝑔 𝑐𝑎𝑛𝑎𝑙𝑠
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑎𝑛𝑎𝑙 𝑛𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟
)  x100  
T h i s  w a s  p e r f o r m e d  a t  t h e  l e v e l  o f  t h e  w h o l e  s e c t i o n  a n d  f o r  e a c h  
i n d i v i d u a l  a n a t o m i c a l  r e g i o n .   
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A) 
B) 
C) 
Figure 15: Goldner’s Trichrome stained cortical bone (x20 obj image) 
demonstrating Haversian canals undergoing bone remodeling. A) Forming canal 
indicated by a layer of newly synthesised, non-mineralised bone (termed osteoid).  
B) Resorbing canal, demonstrating a crenelated (irregular or pitted) surface 
denoting resorptive cavities. C) Quiescent canal identified by a smooth surface. 
(Image provided courtesy of Dr. J. Power) 
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2.3.1: Statistical Analysis 
 
A l l  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  I B M  S t a t i s t i c s  S P S S  
2 0 .  A l l  s e c t i o n a l  d a t a  w a s  f i r s t  t e s t e d  f o r  a  n o r m a l  d i s t r i b u t i o n  
( p > 0 . 0 5 )  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a  S h a p i r o - W i l k  t e s t ,  i f  t h e  d a t a  w a s  
n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  t h e n  a  o n e - w a y  A N O V A  p a r a m e t r i c  t e s t  w a s  
u s e d  t o  a s s e s s  t h e  v a r i a b i l i t y  b e t w e e n  m e a n s ,  s i g n i f i c a n t  d a t a  w a s  
t h e n  f u r t h e r  a n a l y s e d  w i t h  a  p o s t  h o c  D u n n e t t  t e s t .  D a t a  w a s  
d e t e r m i n e d  a s  s i g n i f i c a n t  w h e n  p < 0 . 0 5 .  N o n - n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  
d a t a  w a s  s u b j e c t  t o  t h e  n o n - p a r a m e t r i c  K r u s k a l - W a l l i s  t e s t  i f  t h a t  
d a t a  w a s  s i g n i f i c a n t  ( p < 0 . 0 5 )  t h e n  a  M a n n - W h i t n e y  U  t e s t  w a s  
p e r f o r m e d  a s  t o  d i s t i n g u i s h  t h e  s i g n i f i c a n c e  b e t w e e n  t h e  r e s u l t s  a t  
e a c h  t i m e  p o i n t  e . g .  b e t w e e n  d a y 0  a n d  w e e k  1 6 ,  w e e k 4  a n d  w e e k  
1 6 ,  d a y 0  a n d  w e e k 4 .  W h e r e  d a t a  w a s  n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  t h e  m e a n s  
±  s t a n d a r d  e r r o r  ( S E )  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  r e g i o n .  N o n -
n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  d a t a  s a w  t h e  m e d i a n s  ±  r a n g e  d e t e r m i n e d  f o r  
e a c h  r e g i o n .  w i t h  c o r t i c a l  w i d t h  m e a s u r e m e n t s  h a v i n g  a  s t a t i c  2 0  
m e a s u r e m e n t s  p e r  r e g i o n .  A l l  r e g i o n s  w e r e  a n a l y s e d  s e p a r a t e l y  
i n c l u d i n g  a  c o m b i n e d  t o t a l  b o n e  m e a s u r e m e n t  o f  a l l  r e g i o n s  o f  t h e  
b o n e  i m a g e .  
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Chapter 3.0: Measurement of cortical porosity in the underloaded ovine calcaneus 
 
3.1.1: Introduction 
 
P o r o s i t y  h a s  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d  a s  a  p a r a m e t e r  f o r  b o n e  l o s s ,  a s  
s e e n  i n  a g i n g  ( F e r g u s o n ,  A y e r s ,  B a t e m a n ,  &  S i m s k e ,  2 0 0 3 )  ( R u s s o ,  
e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  p o s t - m e n o p a u s a l  w o m e n  ( V i l a y p h i o u ,  B o u t r o y ,  
S o r n a y - R e n d u ,  V a n  R i e t b e r g e n ,  &  C h a p u r l a t ,  2 0 1 6 )  ( R i g g s ,  e t  a l . ,  
2 0 0 4 )  a n d  d i s u s e  o s t e o p o r o s i s / o s t e o p e n i a   ( Q i n ,  L a m ,  M a l b a r i ,  
S h i h ,  &  C a r r o l l ,  2 0 0 9 )  ( G r o s s  &  R u b i n ,  1 9 9 5 ) .  M e c h a n i c a l  u n d e r -
l o a d i n g  a n d  d i s u s e  a r e  o f t e n  u s e d  i n t e r c h a n g e a b l y  t o  m e a n  a  
r e d u c t i o n /  a b s e n c e  o f  m e c h a n i c a l  l o a d ,  l i k e l y  l e a d i n g  t o  i n c r e a s e d  
p o r o s i t y  a n d  h e n c e  r e d u c e d  b o n e  s t r e n g t h .  A n  i n c r e a s e  i n  p o r o s i t y  
i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  s i m i l a r  i n c r e a s e  i n  c o r t i c a l  r e m o d e l i n g  
( Y e r r a m s h e t t y  &  A k k u s ,  2 0 1 2 ) .  A s  r e d u c e d  w e i g h t  b o n e  l o s s  o c c u r s ,  
b o n e  r e m o d e l i n g  f a v o u r s  r e s o r p t i o n  ( t h e  o s t e o c l a s t i c  r e s p o n s e  t o  a  
r e d u c e d  l o a d )  o v e r  f o r m a t i o n  a n d  a  d e c r e a s e  i n  t h e  d e p o s i t i o n  o f  
b o n e  o c c u r s  ( T h o m s e n ,  C h r i s t e n s e n ,  J e n s  B a y  V e g g e r ,  &  N y e n g a a r d ,  
2 0 1 2 ) .  I n  t u r n ,  g r e a t e r  r e m o d e l i n g  a n d  r e d u c e d  f o r m a t i o n  w i t h i n  t h e  
B M U  p r o d u c e s  a  l a r g e r  n u m b e r  o f  r e s o r p t i o n  l a c u n a e  ( p o r e s ) .  A s  
t h e y  c o n t i n u e  t o  r e m o d e l ,  l a r g e r  p o r e s  c o n n e c t  t o  s m a l l e r  p o r e s  
c r e a t i n g  r e m o d e l i n g  c l u s t e r s  a n d  i n c r e a s i n g  o v e r a l l  p o r o s i t y  
( J o r d a n ,  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
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3.2.1: Results: Cortical Porosity 
 
T h e  c o r t i c a l  p o r o s i t y  w a s  a n a l y s e d  a t  b o t h  t h e  l e v e l  o f  t h e  w h o l e  
c a l c a n e u s  c r o s s - s e c t i o n  a n d  b y  i n d i v i d u a l  a n a t o m i c a l  r e g i o n .  
T h e  d a t a  o f  m e a n  p e r c e n t a g e  c o r t i c a l  p o r o s i t y  ( m e a n  + / -  s t a n d a r d  
e r r o r  [ s . e ] )  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  1  a n d  f i g u r e  1 6 .  
O v e r a l l  ( a l l  a n a t o m i c a l  r e g i o n s  c o m b i n e d )  t h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  i n  c o r t i c a l  p o r o s i t y .  
 
 
 
T a b l e  1 :  M e a n  %  c o r t i c a l  p o r o s i t y  a t  t h e  3 - t i m e  p o i n t s ,  d a y  0 ,  
w e e k  4  a n d  w e e k  1 6  ( p o s t  u n d e r - l o a d i n g  b y  e x t e r n a l  f i x a t i o n )  f o r  
t h e  w h o l e  c r o s s - s e c t i o n  a n d  t h e  f o u r  i n d i v i d u a l  a n a t o m i c a l  
r e g i o n s  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s .  
 
 
 
 
Combined regions Std. Error Medial Std. Error Lateral Std. Error Ventral Std. Error Dorsal Std. Error
Day0 (Control) 5.0 0.7 4.9 0.9 3.6 0.9 8.2 1.7 3.5 0.3
Week4 4.0 0.6 3.5 0.7 4.5 1.5 3.7 0.7 4.8 0.7
Week16 5.8 0.5 4.6 0.8 4.3 1.3 9.1 1.3 7.4 1.4
%porosity
52 
 
 
F i g u r e  1 6 :  M e a n  %  c o r t i c a l  p o r o s i t y  o f  w h o l e  c r o s s - s e c t i o n  a n d  
t h e  f o u r  a n a t o m i c a l  r e g i o n s ( m e a n  + / -  s . e )  o f  t h e  u n d e r l o a d e d  
o v i n e .  
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The temporal relationship between cortical porosity and 
under-loading of the ovine calcaneus at day 0 (base- line) and 
weeks 4 and 16  post under-loading.
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W h e n  c o r t i c a l  p o r o s i t y  w a s  a n a l y s e d  a t  a  r e g i o n a l  l e v e l ,  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  d a y  0  a n d  t h e  l a t e r  t i m e  p o i n t s  
i n  t h e  v e n t r a l  a n d  d o r s a l  c o r t e x .  W i t h  r e g a r d s  t o  t h e  d o r s a l  r e g i o n  
( F i g u r e  1 7 )  t h e  p o r o s i t y  w a s  u n e x p e c t e d l y  r e d u c e d  b y  w e e k  4  ( -
4 . 5 % )  ( p = 0 . 0 2 8 )  f o l l o w e d  b y  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  b y  w e e k  1 6  
( + 5 . 4 % )  ( p = 0 . 0 1 8 ) .  P o r o s i t y  b e t w e e n  b a s e - l i n e  ( d a y  0 )  a n d  w e e k 1 6  
w a s  n o t  h o w e v e r  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  
 
F i g u r e  1 7 :  M e d i a n  c o r t i c a l  p o r o s i t y  o f  t h e  d o r s a l  c o r t e x  i n  t h e  
u n d e r l o a d e d  o v i n e  c a l c a n e u s  a t  d a y  0  ( b a s e l i n e )  a n d  w e e k s  4  a n d  
1 6   p o s t  u n d e r - l o a d i n g  ±  r a n g e  
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The temporal relationship between cortical porosity of 
the ventral region and underloading in the ovine 
calcaneus     
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T h e  c o r t i c a l  p o r o s i t y  i n  t h e  v e n t r a l  r e g i o n  (  F i g u r e  1 8 )  w a s  f o u n d  
t o  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e  ( p = 0 . 0 1 7 )  b y  4 . 0 %  b e t w e e n  ( 3 . 5 % ; ± 0 . 2 )  
d a y  0  a n d  w e e k 1 6  ( 7 . 4 %  ± 1 . 4 ) .  
 
 
F i g u r e  1 8 :  M e d i a n  c o r t i c a l  p o r o s i t y  o f  t h e  d o r s a l  c o r t e x  o f  t h e  
u n d e r l o a d e d  o v i n e  c a l c a n e u s  a t  d a y  0  ( b a s e l i n e )  a n d  w e e k s  4  a n d  
1 6   p o s t  u n d e r - l o a d i n g  ±  r a n g e  
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The temporal relationship between cortical porosity 
of the dorsal region and underloading in the ovine 
calcaneus     
P=0.017 
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3.3.1: Discussion 
 
W h i l s t  o v e r a l l  ( a n a l y s i s  o f  t h e  c o m p l e t e  c r o s s - s e c t i o n  w h e r e  a l l  
r e g i o n s  w e r e  c o m b i n e d )  t h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  t h e  c o r t i c a l  p o r o s i t y  o f  d a y  0  a n d  t h e  l a t e r  t i m e  p o i n t s  
( F i g u r e  1 9 ) .  W h e n  a n a l y s e d  r e g i o n a l l y ,  h o w e v e r ,  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  i n  p o r o s i t y  w e r e  d e t e c t e d .  
 
A) 
B) C) 
Figure 19: Comparison of cortical porosity between time points (A) Day 0 (B) Week4 (C) 
Week 16 where total porosity is measured by a black fill of said pores. 
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I n  t h e  d o r s a l  r e g i o n ,  t h e  p o r o s i t y  w a s  u n e x p e c t e d l y  s e e n  t o  d e c l i n e  
b e t w e e n  d a y  0  a n d  w e e k  4 .  T h e r e  i s  n o  p l a u s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  
t h i s  f i n d i n g  i n  t e r m s  o f  i t s  l i n k  t o  t h e  u n d e r - l o a d i n g  e n v i r o n m e n t .  
T h i s  d e c r e a s e  i n  p o r o s i t y  m a y  r e f l e c t  r e l a t i v e l y  h i g h  i n t e r - s u b j e c t  
v a r i a t i o n ,  l o c a l  t o  t h e  d o r s a l  r e g i o n ,  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r e l a t i v e l y  
s m a l l  s t u d y  s a m p l e  s i z e .  T h e  v e n t r a l  r e g i o n  d e m o n s t r a t e d  a  
s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  p o r o s i t y  b e t w e e n  d a y   0  a n d  w e e k  1 6  p o s t  
u n d e r - l o a d i n g  ( 4 . 0 %  i n c r e a s e ,  p = 0 . 0 1 7 ) .  A n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  
r e s u l t  c a n  b e  m a d e  b y  t h e  B M U  f a v o u r i n g  r e s o r p t i o n  d u r i n g  p e r i o d s  
o f  l o w  s t r e s s  i n  b o n e  ( F r o s t  H .  M . ,  1 9 8 7 ) .  G r e a t e r  p o r o s i t y  h a s  a l s o  
b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  l a r g e r  b u t  l e s s  n u m e r o u s  o s t e o n s  j o i n e d  w i t h  
a  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  i n f i l l i n g  ( G o l d m a n ,  H a m p s o n ,  G u t h ,  L i n ,  &  
J e p s e n ,  2 0 1 4 ) .  F u r t h e r m o r e  B e l l ,  e t  a l . ,  ( 1 9 9 9 )  d e m o n s t r a t e d  b o t h  
i n c r e a s e d  p o r o s i t y  ( 1 6 . 0 5  ±  1 . 8 % ,  p  <  0 . 0 0 5 )  a n d  i n c r e a s e d  c a n a l  
d i a m e t e r  ( 6 0  ±  2 . 8  μ m )  i n  t h e  s u p e r i o r  r e g i o n  o f  t h e  u n d e r l o a d e d  
f e m o r a l  n e c k  ( w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  i n f e r i o r  r e g i o n ) .  T h e s e  
f i n d i n g s  s u g g e s t  t h e  c h a n g e  i n  p o r o s i t y  i n  t h e  u n d e r l o a d e d  o v i n e  
m o d e l  w a s ,  i n  p a r t ,  d u e  t o  a  r e l a t i v e l y  h i g h  p o r o s i t y  w h e n  c o m p a r e d  
t o  t h e  t e n s i o n  c o r t e x .  T h i s  e f f e c t  p o s s i b l y  c a u s e s  a  m a g n i f i e d  
o s t e o c l a s t i c  r e s o r p t i o n  a t  t h e  s u r f a c e  o f  c o r t i c a l  c a n a l s .  T h i s  c o u l d  
t h e r e f o r e  l e a d  t o  l a r g e r  o s t e o n a l  f o r m a t i o n  a n d  a  d i m i n i s h e d  
i n f i l l i n g .  A l t h o u g h  t h e  d i m i n i s h e d  i n f i l l i n g  r e d u c e s  t h e  a r e a  o f  t h e  
c o r t e x  w i t h i n  a  n o r m a l l y  l o a d e d  m o d e l ,  b o n e  f o r m a t i o n  w o u l d  b e  
e n c o u r a g e d .  A n y  m e c h a n i c a l  f o r c e  a p p l i e d  i s  m o r e  c o n c e n t r a t e d  i n  
t h e  s m a l l e r  a r e a  o f  t h e  c o r t e x  t h u s  t r i g g e r i n g  a n  i n f l u x  o f  b o n e  
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f o r m a t i o n  (  a s  s t a t e d  b y  W o l f f ’ s  L a w ) .   I n  t h e  o v i n e  u n d e r - l o a d e d  
m o d e l  i n v e s t i g a t e d  h e r e ,  b y  w e e k  1 6 ,  p o r o s i t y  w a s  o n l y  o b s e r v e d  
t o  b e  r e d u c e d  b y  4 % .  T h i s  l e v e l  o f  r e d u c t i o n ,  w h i l e  s i g n i f i c a n t ,  a t  
t h i s  i n t e n s i t y /  d u r a t i o n  o f  u n d e r - l o a d i n g  m i g h t  n o t  b e  s u f f i c i e n t  t o  
i n d u c e  t h e  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  o b s e r v e d  b y  S k e d r o s ,  M a s o n ,  &  
B l o e b a u m  ( 1 9 9 4 )  w i t h i n  t h e i r  a r t i o d a c t y l  m o d e l .  
 
J o r d a n ,  e t  a l . ,  ( 1 9 9 8 )  r e p o r t e d  o n  r e g i o n a l  c o r t i c a l  p o r o s i t y ,  n o t  i n  
t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  b u t s  i t s  h u m a n  a n a l o g u e ,  t h e  f e m o r a l  n e c k .  
T h e y  f o u n d  i n  a g e i n g  p a t i e n t s  t h a t  h a d  s u f f e r e d  o s t e o p o r o t i c  h i p  
f r a c t u r e  w h e r e  t h e s e  s u b j e c t s  m i g h t  e x p e r i e n c e  c o n d i t i o n s  o f  
r e l a t i v e  s k e l e t a l  u n d e r - l o a d i n g  ( a r g u a b l y  n o t  d i s s i m i l a r  t o  t h e  o v i n e  
m o d e l  i n v e s t i g a t e d  h e r e )  a s  a  l i k e l y  f a c t o r  l e a d i n g  t o  r e d u c e d  b o n e  
m a s s .  T h e s e  a u t h o r s  f o u n d  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  r e m o d e l l i n g  o s t e o n a l  
c l u s t e r s  p e r  2 5 m m 2  w a s  h i g h e s t  w i t h i n  t h e  a n t e r o - s u p e r i o r  r e g i o n s  
a t  5 . 3 1  ( ±  1 . 1 )  p  =  0 . 0 1 3 .  T h e  m e a n  n u m b e r  o f   c l u s t e r s  p e r  2 5  m m 2  
p e r  r e g i o n  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  m e a n  p o r o s i t y  p e r  r e g i o n  ( p  =  0 . 0 1 4 ) 
I n v e s t i g a t i n g  t h e  s a m e  a n a t o m i c  s i t e  i n  h u m a n s  ( t h e  f e m o r a l  n e c k ) ,  
B e l l  e t  a l ,  ( 1 9 9 9 )  f o u n d  t h e  g r e a t e s t  i n c r e a s e s  i n  p o r o s i t y  ( 4 1 % )  i n  
t h e  a n t e r i o r  r e g i o n  o f  h i p  f r a c t u r e  p a t i e n t s  r e l a t i v e  t o  n o n - f r a c t u r e d  
c o n t r o l s ,  a l t h o u g h  t h i s  d i d  n o t  r e a c h  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  
( p = 0 . 0 6 ) .  
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B o t h  i n  t h e  o v i n e  u n d e r - l o a d e d  c a l c a n e u s  p r e s e n t e d  h e r e  a n d  t h e  
h i s t o m o r p h o m e t r i c  s t u d i e s  b a s e d  o n  t h e  o s t e o p o r o t i c  h u m a n  f e m o r a l  
n e c k  s h o w  i n c r e a s e s  i n  c o r t i c a l  p o r o s i t y .  T h e s e  i n c r e a s e s  b e t w e e n  
t h e  h u m a n  f e m o r a l  n e c k  a n d  o v i n e  c a l c a n e u s  a p p e a r  h o w e v e r  n o t  t o  
b e  o b s e r v e d  i n  s i m i l a r  a n a t o m i c a l  z o n e s  e x p e r i e n c i n g  t h e  s a m e  
h a b i t u a l  l o a d i n g  r e g i m e s .  
B o t h  B e l l  e t  a l . ,  ( 1 9 9 9 )  a n d  J o r d a n  ( 2 0 0 0 )  f o u n d  h i g h e r  p o r o s i t y  
a p p r o x i m a t i n g  t o  t h e  c o r t e x  l o a d e d  i n  t h e  n e u t r a l  a x i s  o f  t h e  
f r a c t u r e  p a t i e n t s  ( i . e .  a n t e r i o r  a n d  s u p e r o - a n t e r i o r  r e g i o n s ) .  I t  w a s  
s o m e w h a t  u n e x p e c t e d  t h a t  t h e  s i m i l a r l y  l o a d e d  m e d i a l / l a t e r a l  
r e g i o n s  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  w h i c h  a r e  r e l a t i v e l y  u n d e r - l o a d e d  
( c o m p a r e d  t o  t h e  p r i n c i p a l  l o a d i n g  a x i s  –  d o r s a l /  v e n t r a l )  d i d  n o t  
d e m o n s t r a t e  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  i n  c o r t i c a l  p o r o s i t y .  O v e r a l l  ( a l l  
r e g i o n s  c o m b i n e d )  t h e r e  w a s  a  t r e n d  f o r  i n c r e a s e d  p o r o s i t y  b y  w e e k  
1 6  ( r e l a t i v e  t o  b a s e l i n e )  h o w e v e r  f u t u r e  s t u d i e s  i n c o r p o r a t i n g  a  
g r e a t e r  n u m b e r  o f  a n i m a l s  w o u l d  h a v e  t o  b e  p e r f o r m e d  t o  d e t e c t  a  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t  i n  t h i s  p a r a m e t e r .  
I t  c a n ,  h o w e v e r ,  b e  s t a t e d  t h a t  s o m e  p a r a l l e l s  m a y  b e  d r a w n  b e t w e e n  
J o r d a n ’ s  ( 2 0 0 0 )  f i n d i n g s  o f  h i g h e r  p o r o s i t y  o b s e r v e d  i n  t h e  a n t e r o -
s u p e r i o r  r e g i o n  o f  t h e  f r a c t u r e d  f e m o r a l  n e c k  o f  h u m a n s  a n d  t h e  
s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  s e e n  i n  t h e  v e n t r a l  r e g i o n  o f  t h e  s h e e p  
c a l c a n e u s  r e p o r t e d  h e r e .  A  p o r t i o n  o f  t h e  a n t e r o - s u p e r i o r  r e g i o n  
w i l l  h a v e  e x p e r i e n c e d  l o a d i n g  p a t t e r n s  o f  c o m p r e s s i o n  ( d u e  t o  
p a r t i a l  a l i g n m e n t  i n  t h e  p r i n c i p l e  l o a d i n g  a x i s ) .  R e l a t i v e  u n d e r -
l o a d i n g  i n  b o t h  t h e s e  d i f f e r e n t  s i t e s  m i g h t ,  t h e r e f o r e ,  d r o v e  t h e s e  
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o b s e r v e d  i n c r e a s e s  i n  p o r o s i t y .  
C o m p a r a b l y  u n d e r - l o a d i n g  o f  t h e  s h e e p  c a l c a n e u s  h a s  b e e n  f o u n d  
t o  r e d u c e  c o r t i c a l  a r e a  a n d  m e a n  c a n a l  a r e a ,  b o t h  o f  w h i c h  s h o w  a  
s t r o n g  c o r r e l a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  p o r o s i t y  ( L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  
2 0 1 1 ) . T h o u g h  t h i s  r e s e a r c h  o n l y  l o o k s  a t  t h e  c a l c a n e u s  a s  a  w h o l e  
a n d  n o t  o n  a  r e g i o n a l  b a s i s  i t  i s  s t i l l  u s e f u l  a s  a  c o m p a r i s o n .  A n  
a d d i t i o n a l  p a r a m e t e r  o f  t h i s  s t u d y  w h i c h  m i g h t  b e  e x p l o r e d  f u r t h e r  
i s  t o  e x a m i n e  t h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n  m a d e  t o  t o t a l  p o r o s i t y  b y  a  
r a n g e  o f  d i f f e r e n t  c a n a l  d i a m e t e r s  f o r  e x a m p l e ,  a s  T h o m a s ,  e t  a l . ,  
( 2 0 0 6 )  n o t e d  t h a t  i n  t h e  c o r t e x  o f  t h e  h u m a n  f e m u r  8 1 %  o f  c h a n g e s  
i n  p o r o s i t y  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  a  c h a n g e  i n  p o r e  a r e a ,  w h e r e  t h e  
c h i e f  c o n t r i b u t o r  t o  p o r o s i t y  a p p e a r s  t o  b e  d r i v e n  b y  t h e  l a r g e s t  
p o r e s .  A d d i t i o n a l l y ,  B e l l ,  e t  a l . ,  ( 1 9 9 9 )  f o r m u l a t e d  a  m e t h o d  o f  
c a t e g o r i s i n g  p o r e  s i z e ,  s e p a r a t e d  i n t o  f o u r  c a t e g o r i e s ,  n o r m a l :  1 6 –
8 2  μ m ;  l a r g e :  8 2 – 1 7 2  μ m ;  e x t r a  l a r g e :  1 7 2 – 3 8 5  μ m ;  g i a n t :  > 3 8 5  μ m .  
A l l o w i n g  f o r  a n  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c a n a l  s i z e  a s  
w e l l  a s  t h e i r  m e a n  d i a m e t e r .  F o r  e x a m p l e  m e d i a n  c a n a l  d i a m e t e r  i n  
t h e  a n t e r i o r  r e g i o n  b e t w e e n  t h e  f r a c t u r e  c a s e s  a n d  c o n t r o l s  w e r e  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( p = 0 . 0 1 1 )  l i k e w i s e  t h e  h i g h e s t  p o r o s i t y  w a s  
a l s o  s e e n  i n  t h e  a n t e r i o r  r e g i o n  e x p r e s s i n g  a  4 1 %  h i g h e r  p o r o s i t y  
t h a n  t h e  i n f e r i o r  r e g i o n  ( p  <  0 . 0 1 )  a n d  5 7 %  ( p  <  0 . 0 5 )  h i g h e r  t h a n  
t h e  p o s t e r i o r  r e g i o n .  M e a n  c a n a l  s i z e  w a s  f o u n d  t o  b e  h i g h e s t  w i t h i n  
t h e  p o s t e r i o r  r e g i o n  ( 6 0  ±  2 . 8  μ m )  a n d  t h e  p r o p o r t i o n  o f  g i a n t  c a n a l s  
( > 3 8 5  μ m  )  w a s  d o u b l e d  i n  t h e  a n t e r i o r  r e g i o n .  T h i s  s t u d y  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  f e m o r a l  n e c k  c o r t e x  o f  h i p  f r a c t u r e  
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( o s t e o p o r o t i c  p a t i e n t s )  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  g i a n t  
c a n a l s .                                            
 
T h e r e  a r e  l i m i t a t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c u r r e n t  s t u d y .  
H i s t o l o g i c a l  a n a l y s i s ,  w h i l e  p r o v i d i n g  h i g h - r e s o l u t i o n  i m a g i n g ,  
a l l o w s  a n a l y s i s  o f  o n l y  2 - d i m e n s i o n a l  d a t a  w h i c h  f o r m s  i n c o m p l e t e  
i n f o r m a t i o n  r e l a t i n g  t o  a  3 - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e .  A  l e s s  i n v a s i v e  
a n d  l e s s  t i m e - c o n s u m i n g  a n a l y s i s  c o u l d  b e  b a s e d  o n  t w o  m e t h o d s  o f  
i n  v i v o  h i g h - r e s o l u t i o n  p e r i p h e r a l  q u a n t i t a t i v e  c o m p u t e d  
t o m o g r a p h y  ( H R - p Q C T )  t h a t  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d ,  n a m e l y  t h a t  o f  
t h r e s h o l d - b a s e d  a n d  d e n s i t y - b a s e d  m e t h o d s .  B o t h  m e t h o d s  h a v e  
l i m i t a t i o n s  b a s e d  o n  a  r e l a t i v e l y  p o o r  r e s o l u t i o n  i n  c o m p a r i s o n  t o  
t h e  m i c r o s c o p i c  a n a l y s i s  p e r f o r m e d  h e r e .  T h u s  r e s u l t i n g  i n  a n  
o v e r e s t i m a t i o n  o f  b o n e  p o r o s i t y  f r o m  t h e  d e n s i t y - b a s e d  a p p r o a c h  
( v a n  L e n t h e ,  e t  a l . ,  2 0 0 7 )   a n d  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  b o n e  p o r o s i t y  i n  
t h e  t h r e s h o l d - b a s e d  m e t h o d  ( J o r g e n s o n ,  B u i e ,  M c E r l a i n ,  S a n d i n o ,  
&  B o y d ,  2 0 1 5 ) .  T h e  t h r e s h o l d - b a s e d  m e t h o d  i s  t h e  s u p e r i o r  m e t h o d  
h o w e v e r  a s  i t  p r o v i d e s  s t r u c t u r a l  i n f o r m a t i o n ,  c o m p l e m e n t i n g  t h e  
m e a s u r e  o f  c o r t i c a l  p o r o s i t y ,  f o r  e x a m p l e ,  t h e  a m o u n t  o f  p o r e s  a n d  
i n t e r c o n n e c t i v i t y .  I t  i s  a l s o  a b l e  t o  p r e c i s e l y  i d e n t i f y  t h e  l a r g e r  
p o r e s  ( a b o v e  1 4 0  μ m  i n  d i a m e t e r )  w h i c h  a r e  t h e  m o s t  r e l e v a n t  t o  
b o n e  b i o m e c h a n i c a l  s t r e n g t h  ( J o r g e n s o n ,  B u i e ,  M c E r l a i n ,  S a n d i n o ,  
&  B o y d ,  2 0 1 5 ) .  T h e  c u r r e n t  g o l d  s t a n d a r d  f o r  i n  v i v o  i m a g e  a n a l y s i s  
i s  s y n c h r o t r o n  r a d i a t i o n  m i c r o - c o m p u t e d  t o m o g r a p h y  ( S R μ C T ) ,  t h i s  
w o u l d  h a v e  p r o d u c e d  a  h i g h e r  a c c u r a c y ,  u p  t o  1 0 0 n m ,  a n d  s h o w n  a  
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d i g i t a l  3 d  i m a g e  a s  o p p o s e d  t o  t h e  2 d  i m a g e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  A s  
a  t e c h n i q u e  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  p r e c i s e l y  c a l c u l a t e  p o r o s i t y ,  
s u r f a c e  a r e a ,  a n d  3 D  m e a s u r e s  s u c h  a s  s t r u t  t h i c k n e s s ,  p o r e  s i z e ,  
a n d  p o r e  d i s t r i b u t i o n ;  m o r e o v e r ,  i t  p e r m i t s  p r e c i s e  m e a s u r e m e n t s  
o f  b o n e  g r o w t h  ( v a n  L e n t h e ,  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
 
T h e  a p p l i c a t i o n  o f  h i g h - r e s o l u t i o n  C T  m i g h t  c o m p l e m e n t  t h e  
f i n d i n g s  p r e s e n t e d  h e r e  t h r o u g h  t h e  g e n e r a t i o n  o f  3 - d i m e n s i o n a l  
i m a g i n g  l e a d i n g  t o  m o r e  r e p r e s e n t a t i v e  d a t a .  I n  a d d i t i o n ,  t h i s  s t u d y  
u t i l i s e d  a  m a n u a l  i m a g e  a n a l y s i s  m e t h o d o l o g y ,  r e q u i r i n g  e x t e n s i v e  
o p e r a t o r  m a n  h o u r s .  T h e  u s e  o f  a u t o m a t e d  c o m p u t a t i o n a l  s y s t e m s  
w o u l d  i n c r e a s e  t h e  a b i l i t y  t o  a n a l y s e  t h e  n u m b e r  o f  i n d i v i d u a l  
c a l c a n e a l  c r o s s - s e c t i o n s ,  t h e r e b y  m a k i n g  t h e  d a t a  m o r e  
r e p r e s e n t a t i v e  a t  t h e  l e v e l  o f  t h e  i n d i v i d u a l  s a m p l e .  
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Chapter 4.0: Changes in cortical width within the underloaded model of the ovine 
calcaneus 
 
4.1.1: Introduction 
 
C o r t i c a l  w i d t h  i s  a  k e y  s t r u c t u r a l  i n d i c a t o r  o f  b o n e  s t r e n g t h .  
M e a s u r e m e n t  o f  t h i s  p a r a m e t e r  w h e n  i n v e s t i g a t i n g  a  d i f f e r e n c e  i n  
b o n e  v o l u m e  a s s o c i a t e d  w i t h  m e c h a n i c a l  u n d e r - l o a d i n g  i s  t h e r e f o r e  
i m p o r t a n t  t o  q u a n t i f y .  D u r i n g  a  p e r i o d  o f  u n d e r - l o a d i n g  o n  a d u l t  
f e m a l e  B e a g l e  d o g s ,  c o r t i c a l  a r e a  ( a  s i m i l a r  s t r u c t u r a l  p a r a m e t e r  t o  
c o r t i c a l  w i d t h )  t o  w a s  r e d u c e d  ( B l o o m  &  S c h a f f l e r ,  2 0 0 1 ) .  T h i s  
e f f e c t  i s  c a u s e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  c o r t i c a l  r e m o d e l i n g  t h a t  f a v o u r s  
r e s o r p t i o n  ( o s t e o c l a s t  r e c r u i t m e n t )  a n d  a  h i g h e r  p o r o s i t y  a s  c a n  b e  
s e e n  i n  a n  u n d e r l o a d e d  m o d e l  A . )  ( B e l l ,  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  B . )  ( B e l l  K . L . ,  
1 9 9 9 ) .  L i k e w i s e ,  w i t h i n  t h e  s a m e  u n d e r l o a d e d  m o d e l ,  c o r t i c a l  
t h i c k n e s s  r e d u c t i o n  w a s  f o u n d  t o  c o r r e l a t e  w i t h  B M U  a c t i v a t i o n  
f r e q u e n c y  r a t h e r  t h a n  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  B M U ’ s  ( H e  &  M i n g ,  
2 0 1 0 ) .  S e v e r a l  o t h e r  a n i m a l  m o d e l s  i n v e s t i g a t i n g  c h a n g e s  i n  
c o r t i c a l  a r e a  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  l o a d  h a v e  b e e n  r e s e a r c h e d  
s u c h  a s ,  i m m o b i l i z a t i o n  i n  r a t s  ( B a g i ,  M e c h a m ,  W e i s s ,  &  M i l l e r ,  
1 9 9 3 )  ( I z a w a ,  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  ( B a g i ,  M i l l e r ,  B o w m a n ,  B l o m s t r o m ,  &  
F r a n c e ,  1 9 9 2 ) ,  l o a d i n g  o f  t h e  t i b i a  i n  a g e d  m i c e  ( B r o d t  &  S i l v a ,  
2 0 1 0 )  a n d  i n  t h e  o v i n e  m o d e l  ( L o v e r i d g e ,  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  
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4.2.1: Results: Cortical Width 
 
T h e  m e a n  c o r t i c a l  w i d t h  ( m m )  i s  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  2  a n d  F i g u r e  
2 0 .  O v e r a l l  t h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  w i d t h  
b e t w e e n  d a y 0  ( 8 . 1 ± 0 . 4 )  a n d  w e e k 1 6  ( 6 . 5 ± 0 . 2 ) ,  p = 0 . 0 2 5 .  A  1 9 . 7 %  
( 1 . 6 m m )  r e d u c t i o n  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h o s e  t i m e  p o i n t s .  
S i m i l a r l y ,  c o r t i c a l  w i d t h  w a s  s h o w n  t o  b e  r e d u c e d  b y  2 2 . 6 %  
b e t w e e n  w e e k 4  ( 8 . 4 ± 0 . 5 )  a n d  w e e k 1 6  ( 6 . 5 ± 0 . 2 ) ,  p = 0 . 0 2 8 .  
 
  
T a b l e  2 :  M e a n  c o r t i c a l  w i d t h  ( m m )  a t  t h e  3 - t i m e  p o i n t s ,  d a y  0 ,  
w e e k  4  a n d  w e e k  1 6  ( p o s t  u n d e r - l o a d i n g  b y  e x t e r n a l  f i x a t i o n )  f o r  
t h e  w h o l e  c r o s s - s e c t i o n  a n d  t h e  f o u r  i n d i v i d u a l  a n a t o m i c a l  
r e g i o n s  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s .  
 
Combined Regions Std. Error Medial Std. Error Lateral Std. Error Ventral Std. Error Dorsal Std. Error
Day0 (Control) 8.1 0.4 2.0 0.0 1.7 0.1 2.9 0.2 1.5 0.1
Week4 8.4 0.5 2.2 0.2 1.6 0.1 3.0 0.1 1.6 0.2
Week16 6.9 0.2 1.7 0.1 1.5 0.0 2.2 0.3 1.5 0.3
Cortical Width (mm)
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F i g u r e  2 0 :  M e a n  c o r t i c a l  w i d t h  ( m m )  o f  t h e  w h o l e  c r o s s - s e c t i o n  
a n d  t h e  f o u r  a n a t o m i c a l  r e g i o n s  ( m e a n  + / -  s . e )  o f  t h e  
u n d e r l o a d e d  o v i n e .  
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F i g u r e  2 1 :  M e d i a n  c o r t i c a l  w i d t h  ( m m )  o f  a l l  c o m b i n e d  r e g i o n s  
o f  t h e  u n d e r l o a d e d  o v i n e  c a l c a n e u s  a t  d a y  0  ( b a s e l i n e )  a n d  w e e k s  
4  a n d  1 6   p o s t  u n d e r - l o a d i n g  ± r a n g e  
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A  s i m i l a r  t r e n d  c a n  b e  s e e n  i n  t h e  v e n t r a l  r e g i o n  w h e r e  a  r e d u c t i o n  
i n  c o r t i c a l  w i d t h  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  d a y 0  ( 2 . 9 ± 0 . 2 )  a n d  w e e k 1 6  
( 2 . 2 ± 0 . 2 )  a s  w e l l  a s  w e e k 4  ( 3 . 0 ± 0 . 1 )  a n d  w e e k 1 6  ( 2 . 2 ± 0 . 2 )  ( f i g u r e  
2 2 ) .  T h o u g h  b e t w e e n  d a y 0  a n d  w e e k  1 6  p = 0 . 0 5 5 ,  i t  i s  c l o s e  e n o u g h  
t o  p = 0 . 0 5  t o  w a r r a n t  m e n t i o n i n g .  B e t w e e n  t h e  l a t t e r  t i m e  p o i n t s ,  a  
p - v a l u e  o f  0 . 0 0 6  w a s  f o u n d .  A  l o s s  o f  2 3 %  c o r t i c a l  w i d t h  w a s  
o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  f i n a l  t i m e  p o i n t ,  b e t w e e n  w e e k 4  
a n d  w e e k 1 6  c o r t i c a l  w i d t h  s h o w e d  a  2 6 %  r e d u c t i o n .  
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F i g u r e  2 2 :  M e d i a n  c o r t i c a l  w i d t h  o f  t h e  v e n t r a l  c o r t e x  
o f  t h e  u n d e r l o a d e d  o v i n e  c a l c a n e u s  a t  d a y  0  ( b a s e l i n e )  
a n d  w e e k s  4  a n d  1 6   p o s t  u n d e r - l o a d i n g  ± r a n g e  
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  A  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  w i d t h  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  
m e d i a l  r e g i o n  b e t w e e n  d a y  0  ( 2 . 0 ± 0 . 0 )  a n d  w e e k  1 6  ( 1 . 7 ± 0 . 1 ) ,  
p = 0 . 0 0 4 ,  a n d  w e e k  4  ( 2 . 2 ± 0 . 2 )  a n d  w e e k 1 6  ( 1 . 7 ± 0 . 1 ) ,  p = 0 . 0 0 2 8  
( f i g u r e  2 3 ) .  T h e  n e t  l o s s  o f  c o r t i c a l  w i d t h  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  ( d a y  
0 )  a n d  w e e k  1 6 ,  a n d  w e e k 4  a n d  w e e k 1 6  w e r e  1 5 %  a n d  2 2 %  
r e s p e c t i v e l y .  
 
F i g u r e  2 3 :  M e d i a n  c o r t i c a l  w i d t h  o f  t h e  m e d i a l  c o r t e x  o f  t h e  
u n d e r l o a d e d  o v i n e  c a l c a n e u s  a t  d a y  0  ( b a s e l i n e )  a n d  w e e k s  4  a n d  
1 6   p o s t  u n d e r - l o a d i n g  ± r a n g e  
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4.3.1: Discussion 
 
U n d e r - l o a d i n g  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  i n  t h i s  s t u d y  s h o w e d  a  m a r k e d  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  c o r t i c a l  w i d t h  ( a l l  a n a t o m i c  r e g i o n s  
c o m b i n e d )  1 9 . 7 %  ( 1 . 6 m m )  p = 0 . 0 2 5  b e i n g  r e c o r d e d  f r o m  t h e  c o n t r o l  
( d a y  0 )  t o  t h e  f i n a l  t i m e p o i n t  a t  w e e k  1 6 .  A n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  
d e c r e a s e  i n  t h i s  s t r u c t u r a l  p a r a m e t e r  m a y  b e  d u e  t o  i n c r e a s e d  B M U  
a c t i v a t i o n  r a t e  i n  f a v o u r  o f  o s t e o c l a s t i c  r e s o r p t i o n  o n  e n d o c o r t i c a l  
a n d  i n t r a c o r t i c a l  s u r f a c e s .  B M U  a c t i v a t i o n  f r e q u e n c y  w a s  f o u n d  t o  
c o r r e l a t e  w i t h  a  d e c r e a s e  i n  c o r t i c a l  t h i c k n e s s  ( H e  &  M i n g ,  2 0 1 0 ) .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h i s ,  t h e  B M U  a c t i v a t i o n  t h r e s h o l d  w a s  f o u n d  t o  h a v e  
a  s t r o n g  c o u p l i n g  w i t h  m e c h a n i c a l  f a c t o r s  s u c h  a s  u n d e r - l o a d i n g  
( H e ,  M i n g  ,  H a o ,  D o n g ,  &  L i n ,  2 0 0 6 ) .  
I n  t h e  c u r r e n t  s t u d y ,  w i t h i n  a l l  r e g i o n s ,  t h e  c o r t i c a l  w i d t h  w a s  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b e t w e e n  d a y  0  a n d  w e e k  4  t h e n  d e c r e a s e d  
b e t w e e n  w e e k 4  a n d  w e e k  1 6  ( F i g  2 4 ) .  T h i s  u n e x p e c t e d  m a i n t e n a n c e  
o f  c o r t i c a l  w i d t h  b e t w e e n  c o n t r o l  a n d  w e e k  4  m a y  b e  d u e  t o  s u b j e c t  
v a r i a t i o n  b e t w e e n  i n d i v i d u a l  s h e e p .  
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R e g i o n a l  r e d u c t i o n s  i n  c o r t i c a l  w i d t h  w e r e  o b s e r v e d  b y  w e e k  1 6  o f  
u n d e r - l o a d i n g .  W i t h i n  t h e  m e d i a l  r e g i o n  a  1 5 %  ( p = 0 . 0 0 4 )  l o s s  w a s  
s e e n  a f t e r  1 6  w e e k s ,  l i k e w i s e ,  t h e  v e n t r a l  r e g i o n  s h o w e d  a  2 3 %  
Figure 24. Comparison of cortical width where the blue area shows cortical bone and the pink 
lines across said cortex denotes a measurement of width. A) Cortical width measurements at 
day0. B) Cortical width measurements at 4 weeks. C) Cortical width measurements at 16 
weeks 
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( p = 0 . 0 5 5 ,  b o r d e r l i n e  s i g n i f i c a n c e )  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  w i d t h .  
M o r p h o l o g i c a l l y ,  a s  t h e  c o m p r e s s i o n  c o r t e x ,  t h e  v e n t r a l  r e g i o n  
n a t u r a l l y  h a s  t h e  t h i n n e s t  c o r t i c a l  a r e a  o f  o t h e r  r e g i o n s  b e f o r e  t h e  
a p p l i c a t i o n  o f  u n d e r - l o a d i n g .  T h e r e f o r e  i f  t h e  s a m e  f i x e d  v a l u e  ( i n  
m m )  o f  t h i s  p a r a m e t e r  w a s  l o s t  i n  e a c h  r e g i o n  t h i s  w o u l d  r e s u l t  i n  
a  g r e a t e r  p r o p o r t i o n a l  l o s s  o f  c o r t i c a l  b o n e  w i d t h  i n  t h e  v e n t r a l  
r e g i o n .  A d d i t i o n a l l y ,  w h e n  m e c h a n i c a l  s t i m u l a t i o n  i s  r e m o v e d  t h e  
v e n t r a l  r e g i o n  i s  s h o w n  t o  h a v e  a n  a c u t e r  r e s o r p t i v e  r e s p o n s e  t h a n  
t h a t  o f  t h e  n e u t r a l  o r  c o m p r e s s i o n  a x i s  l e a d i n g  t o  a  5 8 %  i n c r e a s e  
o f  t h e  p o r o s i t y  f o r  o n l y  2 5 %  o f  t h e  c o r t i c a l  a r e a  ( G r o s s  &  R u b i n ,  
1 9 9 5 ) .  H o w e v e r  i n  t h e  s a m e  s t u d y ,  i t  w a s  s u g g e s t e d  s i n c e  t h e  
e x p a n s i o n  o f  t h e  e n d o s t e a l  e n v e l o p e  w a s  u n i f o r m  a c r o s s  t h e  c o r t e x ,  
a l l  r e g i o n s  w e r e  e q u a l l y  s e n s i t i v e  t o  d i s u s e ,  t h e r e f o r e  t h e  i n c r e a s e d  
c o r t i c a l  r e m o d e l i n g  i n  c e r t a i n  r e g i o n s  w a s  d u e  t o  e n h a n c e d  
o s t e o c l a s t  s i g n a l i n g  ( r e c r u i t m e n t  a n d  a c t i v a t i o n ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  
t h e  r e g i o n  i n  q u e s t i o n  ( i . e  t h e  r e g i o n  e x p e r i e n c i n g  t h e  g r e a t e s t  
m e c h a n i c a l  u n d e r - l o a d i n g )  i s  m o r e  a c c e s s i b l e  t o  c e l l u l a r  i n v a s i o n  
f r o m  a n  i n c r e a s e d  v a s c u l a r i t y .  S i m i l a r l y ,  G a l e a ,  e t  a l . ,  ( 2 0 1 5 )  
s h o w e d  w i t h i n  a n  a g e d  m o u s e  m o d e l  o f  d i s u s e  ( s c i a t i c  n e u r e c t o m y )  
a  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  b o n e  a r e a  w a s  s i t e - s p e c i f i c ,  f a v o u r i n g  t h e  
p r o x i m a l  ( m e d i a l  a n d  v e n t r a l )  r a t h e r  t h a n  d i s t a l  ( l a t e r a l  a n d  d o r s a l )  
r e g i o n s .  
S e v e r a l  o t h e r  a n i m a l  m o d e l s  h a v e  b e e n  s t u d i e d  d e m o n s t r a t i n g  
s i m i l a r  e f f e c t s  o f  u n d e r - l o a d i n g  o n  c o r t i c a l  w i d t h .  B a g i  e t  a l , .  
( 1 9 9 2 )  f o u n d  a  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  a r e a  a n d  m i n i m u m  c o r t i c a l  
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w i d t h  i n  h i n d l i m b  s u s p e n d e d  r a t s .  I n  h i n d l i m b  s u s p e n d e d  r a t s  a n  
o v e r a l l  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  w i d t h  a n d  e x p a n s i o n  o f  t h e  m a r r o w  
c a v i t y  w a s  o b s e r v e d  ( B a g i ,  M e c h a m ,  W e i s s ,  &  M i l l e r ,  1 9 9 3 ) .  
T h o u g h  n e i t h e r  o f  t h e s e  e x a m i n e d  t h e  s a m e  m o d e l  o r  b o n e  r e g i o n  
t h e y  a r e  s t i l l  u s e f u l  f o r  a n a l y s i s .  W i t h i n  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  i n  a  
s i m i l a r  s t u d y ,  L o v e r i d g e  e t  a l , .  ( 2 0 1 1 )  f o u n d  a t  1 6  w e e k s  t h e  
u n d e r l o a d e d  c a l c a n e u s  s h o w e d  a  r e d u c e d  c o r t i c a l  t h i c k n e s s  o f  -
0 . 1 3 m m .  T h i s  d a t a  a l i g n s  w i t h  t h e  c u r r e n t  i n v e s t i g a t i o n  w h e r e  t o t a l  
c o r t i c a l  w i d t h  w a s  r e d u c e d  b y  1 . 9 m m  b e t w e e n  d a y 0  ( c o n t r o l )  a n d  
w e e k 1 6 .  
A l t h o u g h  t h e  a n a l y s i s  o f  c o r t i c a l  w i d t h  i n  t h i s  m o d e l  d i d  
d e m o n s t r a t e  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n s ,  a n  a r e a  o f  i m p r o v e m e n t  i n  
t e r m s  o f  g r e a t e r  r e p r e s e n t a t i o n  o f  d a t a  c o u l d  b e  a c h i e v e d  t h r o u g h  
t h e  u s e  o f  t h e  d i g i t a l  i m a g e  a n a l y s i s  s o f t w a r e ,  w h i c h  s p e c i f i c a l l y  
m e a s u r e s  t h i s  p a r a m e t e r  t h r o u g h  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  c r o s s - s e c t i o n a l  
c e n t r e  o f  m a s s  o f  t h e  b o n e  s e c t i o n  ( B e l l  e t  a l . ,  1 9 9 9 a )  .  T h i s  
a u t o m a t e d  m e t h o d  w a s  d e v e l o p e d  b y   B e l l ,  e t  a l . ,  ( 1 9 9 5 )  b y  w h i c h  
a l l  c a n a l s  w i t h i n  t h e  b o n e  i m a g e s  w e r e  t h r e s h o l d e d ,  t h i s  a l l o w e d  
t h e i r  o w n  i m a g e  a n a l y s i s  p a c k a g e  t o  s e t  t h e  b o u n d a r y  a u t o m a t i c a l l y  
b a s e d  o n  t h e  c a n a l s ,  t h e  b o u n d a r y  w a s  t h e n  o f f s e t  b y  1 5 0 µ m  t o  
e n s u r e  n o  m a r r o w  w a s  i n c l u d e d .  B y  u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e  t h e y  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  h i g h e s t  c o r t i c a l  w i d t h  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  i n f e r i o r  r e g i o n  w h e r e a s  t h e  l o w e s t  w a s  s e e n  i n  t h e  s u p e r i o r  
r e g i o n  o f  t h e  h u m a n  f e m o r a l  n e c k .  T h i s  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  a g a i n  
t o  s t u d y  t h e  s t r u c t u r e  o f  f e m o r a l  n e c k  p a t i e n t s  w h o  s u f f e r e d  a n   
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o s t e o p o r o t i c  h i p  f r a c t u r e .  B e t w e e n  t h e  f e m a l e  h i p  f r a c t u r e  c a s e s  
a n d  n o n - f r a c t u r e d ,  a g e - m a t c h e d  c o n t r o l s ,  c o r t i c a l  w i d t h  w a s  s e e n  
t o  b e  r e d u c e d  b y  3 1 %  i n  t h e  a n t e r i o r ,  i n f e r o a n t e r i o r  r e g i o n  a n d  2 5 %  
s u p e r o p o s t e r i o r  i n  t h e  f r a c t u r e  g r o u p .  W i t h i n  t h e  f e m a l e  
o s t e o p o r o t i c  g r o u p ,  a l l  r e g i o n s  w e r e  l o w e r  h o w e v e r  o n l y  t h e  
i n f e r o a t e r i o r  r e g i o n  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  r e s u l t  o f  4 5 . 2 %  r e d u c t i o n  
i n  c o r t i c a l  w i d t h  p = 0 . 0 0 0 4  ( B e l l ,  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  A l t h o u g h  n e i t h e r  o f  
t h e s e  i m a g e  a n a l y s i s  s t u d i e s  a r e  b a s e d  o n  a n  o v i n e  m o d e l  o r  
i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t s  o f  l o a d i n g ,  t h e y  s t i l l  r e p r e s e n t  a  r o b u s t  
m e t h o d  o f  a n a l y s i s  o f  c o r t i c a l  w i d t h  w h i c h  c o u l d  b e  a p p l i e d  t o  t h e  
u n d e r l o a d e d  m o d e l  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s .  
 
A n o t h e r  p o t e n t i a l  h i s t o l o g i c a l  m e t h o d  o f  i n v e s t i g a t i o n  c o u l d  b e  
t h r o u g h  t h e  u s e  o f  b r i g h t f i e l d  a n d  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p y .  U s i n g  
t h i s  t e c h n i q u e  i n  t h e  h i n d  l i m b  i m m o b i l i z a t i o n  m o d e l  o f  b e a g l e  
d o g s ,  t h e  m e a n  c o r t i c a l  w i d t h  w a s  s e e n  t o  b e  r e d u c e d  b y  4 0 %  ( Y a n g  
L i ,  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
A n  a l t e r n a t i v e ,  n o n i n v a s i v e  m e t h o d  o f  a n a l y z i n g  c o r t i c a l  w i d t h  
c o u l d  b e ,  f o r  e x a m p l e ,  t h a t  o f  C o u t t s ,  e t  a l . ,  ( 2 0 1 5 )  w h e r e  “  i n  
v i t r o - b a s e d  r a d i o g r a p h y  i n t e n d e d  t o  r e p l i c a t e  t h e  d u a l - e n e r g y  X -
r a y  a b s o r p t i o m e t r y  t e c h n i q u e ”   w a s  t o  d e t e r m i n e  a g e  a n d  
o s t e o p o r o t i c  r e l a t e d  d i f f e r e n c e s  i n  c o r t i c a l  b o n e  a r c h i t e c t u r e .  
T h e s e  a u t h o r s  f o u n d  c o r t i c a l  t h i c k n e s s  w a s  r e d u c e d  i n  t h e  
s u p e r i o l a t e r a l  r e g i o n  o f  o s t e o p o r o t i c  p a t i e n t s ,  a  f i n d i n g  n o t  
d i s s i m i l a r  t o  t h e  r e d u c t i o n  s e e n  i n  t h e  t e n s i o n  c o r t e x  r e p o r t e d  h e r e .  
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W h e n  c a l c u l a t i n g  t h e  c o r t i c a l  w i d t h  i n  t h e  m u r i n e  m o d e l ,  m i c r o -
c o m p u t e d  t o m o g r a p h y  ( μ C T )  c a n  b e  u s e d  t o  g r e a t  e f f e c t  b y  
e f f i c i e n t l y  p r o v i d i n g  r e l a t i v e l y  h i g h  r e s o l u t i o n ,  3 - d i m e n s i o n a l  
d a t a .  F o r  e x a m p l e ,  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  c o r t i c a l  a r e a  a n d  p e r i o s t e a l  
s u r f a c e  w e r e  d e t e r m i n e d  ( H a m m o n d ,  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  
Chapter 5.0: Analysis of cortical remodeling in the underloaded ovine calcaneus 
 
5.1.1: Introduction 
 
F o l l o w i n g  t h e  r u l e  o f  W o l f f ’ s  l a w ,  a s  m e c h a n i c a l  l o a d i n g  c h a n g e s  
s o  s h o u l d  t h e  r a t e  o f  b o n e  r e m o d e l i n g  ( M e r c u r i ,  D a n i e l ,  H e c k e ,  &  
C a r v a l h o ,  2 0 1 6 ) .  T h e r e f o r e  a s  t h e  m e c h a n i c a l  l o a d  i s  r e d u c e d  t h e n  
r e m o d e l i n g  i n c r e a s e s  ( M o s e k i l d e ,  1 9 9 0 )  ( W a n g ,  2 0 1 5 ) .  A n a l y s i s  o f  
b o n e  r e m o d e l i n g  c a n  b e  a c h i e v e d  t h r o u g h  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  
n u m b e r  o f  r e m o d e l i n g  c a n a l s  w i t h i n  a  s a m p l e .  T h i s  i s  p o s s i b l e  
b e c a u s e  d i s u s e / u n d e r - l o a d i n g  e n c o u r a g e s ,  f o r  e x a m p l e ,  a p o p t o s i s  
o f  o s t e o c y t e s  w i t h i n  t h e  B M U  ( B a k k e r ,  K l e i n - N u l e n d ,  &  B u r g e r ,  
2 0 0 4 )  ( B a s s o  &  H e e r s c h e ,  2 0 0 6 )  a n d  o s t e o c l a s t i c  r e c r u i t m e n t  
( A g u i r r e ,  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e r e f o r e  t h e  n u m b e r  o f  r e m o d e l i n g  c a n a l s  
s h o u l d  d i r e c t l y  c o r r e l a t e  ( o v e r  t i m e )  w i t h  t h e  l e n g t h  b o n e  s p e n t  
u n d e r l o a d e d  a n d  i t s  s u b s e q u e n t  b o n e  l o s s .  A  c o u n t  o f  r e m o d e l i n g  
c a n a l s  c a n  b e  a c h i e v e d  i n  t w o  w a y s ,  t h e  f i r s t  o f  w h i c h  c a n  b e  a  
c o u n t  o f  r e s o r b i n g  c a n a l s  a n d  t h e  s e c o n d  w o u l d  b e  t h e  q u a n t i t a t i o n  
o f  f o r m i n g  c a n a l s ,  a s  a d o p t e d  h e r e .  B o n e  r e m o d e l i n g  i s  a  c o u p l e d  
e v e n t  ( R e i n h o l d ,  2 0 1 5 )  i n  w h i c h  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  i n c r e a s e s  
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w i t h  t h e  r a t e  o f  r e s o r p t i o n  ( r e s o r p t i o n  p r e c e d i n g  f o r m a t i o n )  ( M o h a n  
&  B a y l i n k ,  1 9 9 5 ) .  B o n e  l o s s  s e e n  d u r i n g  i m m o b i l i z a t i o n  o r  i n  a  
s t a t e  o f  u n d e r - l o a d i n g  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  a n  i n c r e a s e  i n  b o n e  
r e m o d e l i n g ,  d u e  t o  a n  i n b a l a n c e  f a v o u r i n g  r e s o r p t i o n  ( E r b e n ,  
2 0 1 5 ) .  T h e r e f o r e  i f  a  r i s e  i n  f o r m i n g  c a n a l s  i s  o b s e r v e d  a n  e v e n  
g r e a t e r  i n c r e a s e  i n  r e s o r b i n g  c a n a l s  s h o u l d  b e  o b s e r v e d .  T h i s  
s u g g e s t s  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  p r o p o r t i o n  o f  c a n a l s  u n d e r g o i n g  b o n e  
f o r m a t i o n  p r o v i d e s  a  s t r o n g  i n d i c a t i o n  o f  t h e  s c a l e  o f  r e m o d e l i n g  
b e i n g  u n d e r t a k e n  i n  a n  u n d e r l o a d e d  m o d e l  ( a s s u m i n g  t h e  p h a s e s  o f  
r e m o d e l i n g  a r e  c o u p l e d ) .  
5.2.1: Results: Forming canals 
 
T h e  f o r m i n g  c a n a l  c o u n t  i s  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  3  a n d  F i g u r e  2 5 .  
O v e r a l l  t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  f o r m i n g  c a n a l s  b e t w e e n  
d a y 0  a n d  w e e k  1 6 ,  a l t h o u g h  a  t r e n d  f o r  i n c r e a s e d  f o r m a t i o n  ( 6 3 % )  
w a s  o b s e r v e d .  
T a b l e  3 :  M e a n  %  f o r m i n g  c a n a l s  a t  3  t i m e  p o i n t s ( p o s t  u n d e r -
l o a d i n g  b y  e x t e r n a l  f i x a t i o n )  f o r  t h e  w h o l e  c r o s s - s e c t i o n  a n d  t h e  
f o u r  i n d i v i d u a l  a n a t o m i c a l  r e g i o n s  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s .  
 
All Regions Combined Std. Error Medial Std. Error Lateral Std. Error Ventral Std. Error Dorsal Std.Error
Day0 5.5 2.4 3.5 1.6 11.6 7.3 6.2 3.5 5.7 1.3
Week4 3.7 0.7 3.9 0.3 6.0 1.2 2.7 0.5 5.9 1.1
Day16 8.9 2.7 6.2 0.8 9.7 1.3 4.5 0.8 8.0 1.2
% of Forming Canals
75 
 
 
 
F i g u r e  2 5 :  M e a n  %  f o r m i n g  c a n a l s  o f  t h e  w h o l e  c r o s s - s e c t i o n  a n d  
t h e  f o u r  a n a t o m i c a l  r e g i o n s  ( m e a n  + / -  s . e )  o f  t h e  u n d e r l o a d e d  
o v i n e .  
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O n l y  w i t h i n  t h e  m e d i a l  r e g i o n  c o u l d  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  
f o r m i n g  c a n a l s  b e  o b s e r v e d  ( F i g u r e  2 6 ) .  R i s i n g  b y  5 8 %   b e t w e e n  
w e e k  4  ( 3 . 9 ± 0 . 3 )  a n d  w e e k  1 6  ( 6 . 2 ± 0 . 8 ;  p = 0 . 0 2 8 ) .  H o w e v e r  b e t w e e n  
d a y  0  ( 3 . 5 ± 1 . 6 )  a n d  w e e k  1 6  6 . 2 ± 0 . 8 )   a  p - v a l u e  o f  0 . 0 5 5  w a s  
o b s e r v e d ,  i n d i c a t i n g  a n  i n c r e a s e  o f  b o r d e r l i n e  s i g n i f i c a n c e .  
 
 
F i g u r e  2 6 :  M e d i a n  %  f o r m i n g  c a n a l s  o f  t h e  m e d i a l  r e g i o n  o f  t h e  
u n d e r l o a d e d  o v i n e  c a l c a n e u s  a t  d a y  0  ( b a s e l i n e )  a n d  w e e k s  4  a n d  
1 6   p o s t  u n d e r - l o a d i n g  ±  r a n g e  
 
0.00
2.00
4.00
6.00
8.00
10.00
12.00
14.00
16.00
Day 0 Week 4 Week 16
%
 F
o
rm
in
g 
C
an
al
s
Medial
The temporal relationship between 
underloading and the percentage of forming 
canals in the medial region of the ovine 
calcaneus
P= 0.028 
P= 0.055 
77 
 
5.3.1: Discussion 
 
O v e r a l l  ( a l l  a n a t o m i c a l  r e g i o n s  c o m b i n e d )  t h e r e  w a s  a  ( n o n -
s i g n i f i c a n t )  t r e n d  f o r  a n  i n c r e a s e  ( 6 3 % )  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  
f o r m i n g  c a n a l s  b y  w e e k  1 6 .  A t  t h e  r e g i o n a l  l e v e l ,  t h e  p r i n c i p l e  
i n c r e a s e  i n  f o r m i n g  c a n a l s  c o u l d  b e  s e e n  m e d i a l l y  b e t w e e n  w e e k  4  
a n d  w e e k  1 6 ,  w i t h  a n  i n c r e a s e  o f  5 8 %  ( p = 0 . 0 2 8 ) .  S i m i l a r l y ,  b e t w e e n  
t h e  c o n t r o l  ( d a y 0 )  a n d  w e e k  1 6 ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  f o r m i n g  c a n a l s  
a p p r o a c h e d  a  s i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n  ( p = 0 . 0 5 5 )  b y  7 7 % .  T h e s e  r e s u l t s  
c o m p a r e  f a v o u r a b l y  w i t h  t h e  f i n d i n g s  i n  t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r  
n a m e l y ,  t h a t  c o r t i c a l  w i d t h  i s  r e d u c e d  w i t h i n  t h e  m e d i a l  r e g i o n ,  
t h e r e f o r e ,  s u p p o r t i n g  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  m e c h a n i c a l  u n d e r -
l o a d i n g  r e s u l t s  i n  a  r e d u c e d  c o r t i c a l  w i d t h .  G a l e a ,  e t  a l . ,  ( 2 0 1 5 )  
o b s e r v e d ,  t h a t  t h e  p r o x i m a l  ( m e d i a l  a n d  v e n t r a l )  r e g i o n  i s  f a v o u r e d  
d u r i n g  r e m o d e l i n g  i n  a n  a g e d  m o u s e  m o d e l  o f  d i s u s e  ( s c i a t i c  
n e u r e c t o m y ) .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  f i n d i n g s  o f  i n c r e a s e d  f o r m i n g  
c a n a l s  w i t h i n  t h e  m e d i a l  r e g i o n  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  f a v o u r i n g  
o f  t h i s  r e g i o n  d u r i n g  r e m o d e l i n g .  T h e  n u m b e r  o f  b o n e  r e m o d e l i n g  
m a r k e r s ,  s p e c i f i c a l l y  m a r k e r s  o f  f o r m a t i o n  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  
i n c r e a s e  d u r i n g  p e r i o d s  o f  u n d e r - l o a d i n g .  F o r  e x a m p l e  i n  t h e  “ b e d  
r e s t  w e i g h t l e s s n e s s ”  h u m a n  m o d e l ,  s e r u m  o s t e o c a l c i n  r o s e  o n e  d a y  
b e f o r e  t h e  r e s o r p t i o n  m a r k e r  h y d r o x y p r o l i n e  w a s  f o u n d  t o  i n c r e a s e .  
F u r t h e r i n g  t h i s  o s t e o c a l c i n  r e m a i n e d  e l e v a t e d  t h r o u g h o u t  d i s u s e  
f a l l i n g  t o  p r e - b e d  r e s t  a f t e r  r e a m b u l a t i o n  ( L u e k e n ,  A r n a u d ,  T a y l o r ,  
&  B a y l i n k ,  1 9 9 3 ) .  S i m i l a r l y  B e l l  ( 1 9 9 9 a )  o b s e r v e d  w i t h i n  a  h i p  
f r a c t u r e  m o d e l  o f  t h e  h u m a n  f e m o r a l  n e c k  a  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  
78 
 
t h i c k n e s s  w a s  a t t r i b u t e d  t o  i n c r e a s e d  c o r t i c a l  r e m o d e l i n g .  T h e  
p r o p o r t i o n  o f  c a n a l s  u n d e r g o i n g  r e m o d e l i n g  r o s e  b y  5 6 % .  Y e t  t h e  
a c t i v i t y  o f  t h e  b o n e  f o r m a t i o n  m a r k e r s ,  t a r t r a t e - r e s i s t a n t  a c i d  
p h o s p h a t a s e  ( T R A P )  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( A L P )  i n c r e a s e d  b y  
s i m i l a r  a m o u n t s  w i t h i n  t h e  a n t e r i o r  r e g i o n  ( 5 5 %  a n d  3 6 %  
r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  l i n k  b e t w e e n  b o n e  f o r m a t i o n  m a r k e r s ,  d i s u s e ,  
a n d  l o s s  o f  c o r t i c a l  b o n e  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  r e p o r t e d  h e r e  i n  t h e  
o v i n e  u n d e r l o a d e d  c a l c a n e u s ,  n a m e l y  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  f o r m i n g  
c a n a l s  i n c r e a s e s  a f t e r  1 6  w e e k s  o f  u n d e r - l o a d i n g  w i t h i n  t h e  m e d i a l  
r e g i o n ,  a n a l o g o u s  ( i n  t e r m s  o f  i t s  l o a d i n g  e n v i r o n m e n t )  t o  t h e  
a n t e r i o r  f e m o r a l  n e c k .  
T h i s  a n a l y s i s  i s  n o t  w i t h o u t  l i m i t a t i o n s .  A  c o u n t  o f  r e s o r b i n g  c a n a l s  
w o u l d  h a v e  p r o v i d e d  a  g r e a t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  c o u p l i n g  d u r i n g  
r e m o d e l i n g  a n d  h e l p  t o  c o n f i r m  t h e  r e s u l t s  g a t h e r e d  i n  t h i s  c h a p t e r .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h i s ,  a  m i c r o s c o p i c  i n v e s t i g a t i o n  o f  r e g i o n a l  
o s t e o c l a s t i c  a c t i v i t y  c o u l d  s u p p o r t  r e s u l t s  f o u n d  i n  t h i s  s t u d y ,  
n a m e l y  t h a t  m e c h a n i c a l  u n d e r - l o a d i n g  r e s u l t s  i n  b o n e  l o s s  a t  a  
r e g i o n a l  l e v e l ,  f u r t h e r  v e r i f y i n g  t h e  l i n k  b e t w e e n  u n d e r - l o a d i n g  a n d  
b o n e  l o s s  i n  t h e  o v i n e  m o d e l .  
I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  ( I H C )  a n a l y s i s  w o u l d  p r o v i d e  a  d e e p e r  
i n s i g h t  i n t o  t h e  r a t e  o f  r e m o d e l i n g ,  a l l o w i n g  f o r  t h e  c o m p a r i s o n  o f  
s e v e r a l  d i f f e r e n t  m a r k e r s  f o r  b o n e  t u r n o v e r  s u c h  a s  A L P ,  
o s t e o c a l c i n  a n d  T R A P  ( D a i ,  W a n g ,  A n g ,  Y u a n ,  &  K o h ,  2 0 1 6 )  
( S i w a p i t u k  &  K i t i s o m p r a y o o n k u l ,  2 0 1 6 )  ( Č e p e l a k  &  Č v o r i š ć e c ,  
2 0 0 9 ) .  T R A P  a l s o  k n o w n  a s  a c i d  p h o s p h a t a s e  5  ( A C P 5 )  i s  a n  i r o n -
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c o n t a i n i n g  e n z y m e  f o u n d  i n  h u m a n s  a n d  i s  s e c r e t e d  i n t o  t h e  b l o o d  
c i r c u l a t i o n  d u r i n g  b o n e  r e s o r p t i o n .  T R A P  i s  s c a r c e l y  d e t e c t a b l e  i n  
o s t e o c l a s t i c  p r e c u r s o r s  ( A l a t a l o ,  H a l l e e n ,  H e n t u n e n ,  M ö n k k ö n e n ,  &  
V ä ä n ä n e n ,  2 0 0 0 )  h o w e v e r  d u r i n g  o s t e o c l a s t o g e n e s i s  T R A P  
e x p r e s s i o n  i s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  ( O d d i e ,  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  t h i s  i n  t u r n  
a l l o w s  f o r  t h e  u s e  o f  T R A P  a s  a n  I H C  m a r k e r  f o r  b o n e  r e s o r p t i o n   
( J a n c k i l a ,  T a k a h a s h i ,  S u n ,  &  Y a m ,  2 0 0 1 ) .   O v e r a l l  a  r e d u c t i o n  i n  
T R A P  o v e r t i m e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  r e d u c e d  r e s o r p t i v e  a c t i v i t y  
r e s u l t i n g  i n  a n  o s t e o p o r o t i c  p h e n o t y p e  a n d  s h o r t e n e d  l o n g  b o n e s  
( B l u m e r ,  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  F u r t h e r i n g  t h i s ,  m i c e  l a c k i n g  T R A P  
e x h i b i t e d  a  d e f e c t  l e a d i n g  t o  m i l d  o s t e o p o r o s i s  ( O d d i e ,  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  
w h i l s t  t r a n s g e n i c  m i c e  o v e r e x p r e s s i n g  T R A P  s h o w e d  a  d e c r e a s e  i n  
t r a b e c u l a r  b o n e  d e n s i t y  w i t h  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m i l d  
o s t e o p o r o s i s  ( A n g e l ,  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  I n  a d d i t i o n  i n  a  m o d e l  o f  h u m a n  
c e l l  s u s p e n s i o n ,  o s t e o c l a s t s  w e r e  f o u n d  t o  r e d u c e  b o t h  T R A P  
a c t i v i t y  a n d  b o n e  r e s o r p t i o n  w h e n  e x p o s e d  t o  b i s p h o s p h o n a t e  d r u g s  
o r  m o l y b d a t e  ( M o o n g a ,  M o s s ,  P a t c h e l l ,  &  Z a i d i ,  1 9 9 0 ) .  T h e  i n c r e a s e  
i n  T R A P  e x p r e s s i o n  d u r i n g  o s t e o c l a s t o g e n e s i s  i s  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l  
w h e n  l o o k i n g  a t  v a r i o u s  f o r m s  o f   m e c h a n i c a l l y  l o a d i n g  b o n e  a n d  
h a s  b e e n  s h o w n  n u m e r o u s  t i m e s  t o  p r o v i d e  a c c u r a t e  r e s u l t s  f o r  
e x a m p l e ,  K a w a n o ,  e t  a l . ,  ( 2 0 0 1 )  d i s c o v e r e d  w i t h i n  t h e  
o v a r i e c t o m i z e d  t a i l  s u s p e n s i o n  m o d e l  o f  i m m o b i l i z a t i o n  
( m e c h a n i c a l  u n d e r - l o a d i n g )  i n  t h e  f e m u r  o f  r a t s  t h a t  a f t e r  5  d a y s  o f  
i m m o b i l i z a t i o n  T R A P  m R N A  l e v e l s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d .  L o a d e d  
l i m b s  a l s o  h a v e  b e e n  s e e n  t o  h a v e  t h e  o p p o s i t e  e f f e c t ,  r e d u c i n g  
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T R A P  a c t i v i t y  o f  p e r i o s t e a l  c e l l s  s i g n i f i c a n t l y  w h e n  c o m p a r e d  t o  
n o n - l o a d e d  l i m b s  ( H e n r i k s e n ,  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  i n d i c a t e  
a  l i n k  b e t w e e n  T R A P  a c t i v i t y ,  c e l l u l a r  a c t i v i t y ,  a n d  u n d e r - l o a d i n g .  
A n o t h e r  o n e  o f  t h e s e  k e y  m a r k e r s  i s  c a t h e p s i n  K ,  i t  i s  e x p r e s s e d  
a n d  t h e n  s e c r e t e d  b y  o s t e o c l a s t s  i n t o  b o n e  r e s o r p t i o n  l a c u n a e  f o r  
e x t r a c e l l u l a r  c o l l a g e n  d e g r a d a t i o n  ( G o t o ,  Y a m a z a ,  &  T a n a k a ,  2 0 0 3 )  
( D r a k e ,  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  F a c t o r s  t h a t  d i r e c t l y  m o d e r a t e  o s t e o c l a s t i c  
b o n e  r e s o r p t i o n  s u c h  a s  t h e  c y t o k i n e s ,  R A N K L  a n d  T N F - α ,  a n d  t h e  
h o r m o n e s  r e t i n o i c  a c i d  a n d  e s t r o g e n  a l s o  c o n t r o l  c a t h e p s i n  K  g e n e  
e x p r e s s i o n  ( T r o e n ,  2 0 0 4 ) .  A n o t h e r  c y t o k i n e  t h a t  h a s  a  k e y  r o l e  i n  
b o n e  r e s o r p t i o n  i s  o s t e o p r o t e g e r i n  l i g a n d  ( O P G L )  w a s  f o u n d  t o  
c a u s e  c a t h e p s i n  K  g e n e  e x p r e s s i o n .  W i t h i n  h i s t o s t a i n e d  b o n e  
s e c t i o n s ,  a f t e r  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( R T -
P C R ) ,  a  b l i n d  o b s e r v e r  r a t e d  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  s t a i n  f r o m  0 - 3 ,  
b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  1 2  h o u r s ,  1 0 0  n g  O P G L  t r e a t e d  b o n e  
s e c t i o n s ,  t h e  s c o r e  f o r  t h e  h i g h e s t  i n t e n s i t y  b a n d  i n c r e a s e d  f r o m  2  
t o  1 8 .  T h i s  i n d i c a t e s  a  h e i g h t e n e d  b o n e  r e s o r p t i o n  b y  m e a n s  o f  
c a t h e p s i n  K  s t i m u l a t i o n  b y  O P G L  ( C o r i s d e o ,  G y d a ,  Z a i d i ,  M o o n g a ,  
&  T r o e n ,  2 0 0 1 ) .  I n  a  s t u d y  u s i n g  a  F i e l d  E m i s s i o n  S c a n n i n g  
E l e c t r o n  M i c r o s c o p e  t o  d e t e r m i n e  t h e  r a t e  o f  r e m o d e l i n g  c a u s e d  b y  
o v e r e x p r e s s i o n  o f  c a t h e p s i n  K  a n  i n c r e a s e  t o  o s t e o c l a s t  r e s o r p t i o n  
p i t  d e p t h  a n d  f r e q u e n c y  w a s  o b s e r v e d .  O s t e o c l a s t  r e s o r p t i o n  p i t  
d e p t h  d i f f e r e d  f r o m  5 . 9 9  ±  1 . 2 7  μ m  i n  t h e  w i l d - t y p e  t o  7 . 8 6 ⁎  ±  0 . 4 7  
μ m .  T h e  m e a n  n u m b e r  o f  r e s o r p t i o n  p i t s  i n  o s t e o c l a s t s  w e r e  2 . 5  ±  
0 . 2  μ m 2  i n  t h e  w i l d - t y p e  a n d  4 . 5  ±  0 . 6  μ m 2  i n  t h e  c a t h e p s i n  K  
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o v e r e x p r e s s e d  t y p e .  T h i s  i n d i c a t e s  a  s t r o n g  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
c a t h e p s i n  K  e x p r e s s i o n  a n d  t h e  r a t e  o f  r e s o r p t i o n  ( M o r k o ,  e t  a l . ,  
2 0 0 9 ) .  S u n ,  e t  a l . ,  ( 2 0 1 3 )  d e v e l o p e d  a n  i m p r o v e d  m e t h o d  f o r  
d e t e c t i n g  t h e  a c t i v e  f o r m  o f  c a t h e p s i n  K ,  u s i n g  a  h i g h l y  s p e c i f i c  
E L I S A  t h a t  d e t e c t e d  t h e  N - t e r m i n a l  o f  o n l y  t h e  a c t i v e  a n d  n o t  t h e  
p r o - f o r m  t h e y  g a r n e r e d  r e s u l t s  o f  6 . 6 0 %  a n d  8 . 5 6 %  v a r i a b i l i t y  i n  
m e a n s  b e t w e e n  t h e  i n t r a -  a n d  i n t e r - a s s a y  r e s p e c t i v e l y .  C a t h e p s i n  K  
h a s  b e e n  s t u d i e d  v e r y  l i t t l e  i f  a t  a l l  i n  t h e  o v i n e  m o d e l  s o  w h i l s t  
t h e r e  i s  n o  r e s e a r c h  t o  c o n f i r m  p o s i t i v e  r e s u l t s ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  
i t s  e x p r e s s i o n  i n  r e l a t i o n  t o  b o n e  r e s o r p t i o n  a n d  t h e r e f o r e  p r e s u m e d  
l i n k  t o  b o n e  l o s s  i n  a n  u n d e r l o a d e d  m o d e l  c o u l d  b e  q u a n t i f i e d  
t h r o u g h  f u r t h e r  s t u d y .  
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Chapter 6.0: General Discussion 
 
T h e  a i m  o f  t h e  c u r r e n t  i n v e s t i g a t i o n  w a s  t o  e x a m i n e  t h e  t e m p o r a l  
c h a n g e s  ( b o t h  s t r u c t u r a l  a n d  c e l l u l a r )  a s s o c i a t e d  w i t h  m e c h a n i c a l  
u n d e r - l o a d i n g  i n  t h e  o v i n e  c a l c a n e a l  m o d e l .  U s i n g  h i s m o r p h o m e t r i c  
t e c h n i q u e s ,  t h i s  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m  w a s  d e s i g n e d  t o  m i m i c  t h e  
b i o l o g i c a l  e v e n t s  a s s o c i a t e d  w i t h  d i s u s e  o s t e o p o r o s i s  a n d  t h e r e f o r e  
m a p  t h e s e  c h a n g e s  ( o v e r  t i m e ,  i . e .  d a y  0 ,  4  w e e k s  a n d  1 6 - w e e k  p o s t  
a p p l i c a t i o n  o f  e x t e r n a l  f i x a t i o n  t o  t h e  h i n d  l i m b  o f  s h e e p )  a t  t h e  
t i s s u e /  c e l l u l a r  l e v e l .  
W i t h i n  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s ,  b y  w e e k  1 6  o f  m e c h a n i c a l  u n d e r -
l o a d i n g  a n  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  c o r t i c a l  p o r o s i t y  4 % ,  p = 0 . 0 1 7  
w i t h i n  t h e  v e n t r a l  r e g i o n  a n d  r e d u c e d  c o r t i c a l  t h i c k n e s s  o f  1 9 . 7 % ,  
p = 0 . 0 2 5  a c r o s s  a l l  c o m b i n e d  r e g i o n s  a s  w e l l  a s  a  r e g i o n a l  d e c r e a s e  
o f  1 5 %  a n d  2 3 %  w i t h i n  t h e  m e d i a l  a n d  v e n t r a l  r e g i o n s  r e s p e c t i v e l y .  
T h e s e  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  c o i n c i d e d  w i t h  a n  a c c o m p a n y i n g  i n c r e a s e  
i n  c o r t i c a l  r e m o d e l i n g  a s  e v i d e n c e d  b y  a  5 8 %  ( p = 0 . 0 2 8 )  i n c r e a s e  i n  
t h e  p r o p o r t i o n  o f  c a n a l s  u n d e r g o i n g  b o n e  f o r m a t i o n  m e d i a l l y .  
T a k e n  t o g e t h e r ,  t h i s  d a t a  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e s  t h e  d e c l i n e  i n  b o n e  
m a s s  a n d  i n c r e a s e d  c e l l u l a r  a c t i v i t y  ( b o n e  r e m o d e l i n g )  a s s o c i a t e d  
w i t h  a  r e g i m e  o f  r e d u c e d  m e c h a n i c a l  s t r a i n  w i t h i n  t h i s  s k e l e t a l  
m o d e l .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  t i s s u e  r e s p o n s e s  t o  t h e s e  p r e v a i l i n g  
c o n d i t i o n s  o f  r e d u c e d  m e c h a n i c a l  l o a d  a p p e a r  t o  m i r r o r  t h e  b o n e  
l o s s  ( a n d  i n c r e a s e d  b o n e  t u r n o v e r )  o c u r r i n g  w i t h i n  h u m a n  s u b j e c t s  
s u f f e r i n g  f r o m  o s t e o p o r o t i c  f r a c t u r e  o f  t h e  f e m o r a l  n e c k .  T h i s  
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i n v e s t i g a t i o n ,  t h e r e f o r e ,  c o n f i r m s  t h i s  o v i n e  m o d e l  a s  a  s u i t a b l e  
e x p e r i m e n t a l  s y s t e m  t o  e x p l o r e  i n  g r e a t e r  d e t a i l ,  ( b o t h  a t  t h e  t h e  
c e l l u l a r  a n d  m o l e c u l a r  l e v e l s )  t h e  p a t h o l o g i c a l  e v e n t s  a s s o c i a t e d  
w i t h  d i s u s e  o s t e o p o r o s i s .  
A  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  f o r  t h e  l o s s  o f  b o n e  s e e n  i n  t h i s  m o d e l  m a y  
b e  d u e  t o  a n  i n c r e a s e  i n  r e m o d e l i n g  c a n a l s  f o r m i n g  g i a n t  c a n a l  
r e m o d e l i n g  c l u s t e r s .  W i t h i n  t h e  m o d e l  o f  f r a c t u r e  i n  t h e  h u m a n  
f e m o r a l  n e c k  J o r d a n ,  e t  a l . ,  ( 2 0 0 0 )  o b s e r v e d  a  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
t h e  m e a n  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  p e r  2 5 m m 2  a n d  t h e  m e a n  p o r o s i t y  p e r  
r e g i o n  ( p = 0 . 0 1 4 ) .  F u r t h e r m o r e  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  g i a n t  c a n a l s  p e r  
r e g i o n  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  r e m o d e l i n g  c l u s t e r s  
( p = 0 . 0 1 1 ) .  I n  a d d i t i o n  f r a c t u r e  c a s e s  w h e n  c o m p a r e d  t o  a  c o n t r o l  
s a w  g r e a t e r  c a n a l  c l u s t e r i n g  p e r  2 5 m m 2  w i t h i n  t h e  a n t e r o - i n f e r i o r ,  
a n t e r o - s u p e r i o r ,  a n d  i n f e r o - a n t e r i o r  r e g i o n s .  T h e  s e c t i o n  o u t c o m e s  
a r e  s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  i n  t h i s  s t u d y ,  n a m e l y  t h a t  h i g h e r  p o r o s i t y  
w a s  o b s e r v e d  w i t h i n  t h e  v e n t r a l  ( s u p e r i o r )  r e g i o n  a f t e r  1 6  w e e k s  a s  
w e l l  a s  t h e  r e d u c t i o n  i n  c o r t i c a l  w i d t h  c o m b i n e d  w i t h  t h e  i n c r e a s e d  
c o r t i c a l  r e m o d e l i n g  s e e n  m e d i a l l y  a n d  a r e  w e r e  t h e r e f o r e  s e e n  a s  
e x p e c t e d  o u t c o m e s .   
O v e r a l l  t h i s  r e s e a r c h  h a s  s h o w n  t h a t  m e c h a n i c a l  u n d e r - l o a d i n g  d o e s  
h a v e  a n  e f f e c t  o n  s e v e r a l  p a r a m e t e r s  ( s t r u c t u r a l  a n d  c e l l u l a r )  w i t h i n  
t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  r e s u l t i n g  r e d u c e d  b o n e  m a s s .  T h i s  s t u d y  c l e a r l y  
s u p p o r t s  t h e  c o n t e n t i o n  t h a t  t h i s  m o d e l  o f  u n d e r - l o a d i n g  i s  a  v a l i d  
s y s t e m  i n  w h i c h  t o  i n v e s t i g a t e  i n  g r e a t e r  d e t a i l ,  t h e  c e l l u l a r  a n d  
m o l e c u l a r  e v e n t s  o c u r r i n g  i n  s k e l e t a l  t i s s u e  l e a d i n g  t o  b o n e  l o s s .  
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W i t h  a  g r e a t e r  s a m p l e  s i z e  r e d u c i n g  t h e  v a r i a n c e  w i t h i n  t h e  d a t a ,  
b o r d e r l i n e  s i g n i f i c a n t  d a t a  c o u l d  s h o w  m o r e  o f  a  s i g n i f i c a n t  t r e n d  
a n d  g o  t o w a r d s  f u r t h e r  a f f i r m i n g  t h e  r e s u l t s  f o u n d  i n  t h i s  r e s e a r c h .  
H e i g h t e n e d  p o r o s i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  a  p e r i o d  o f  u n d e r - l o a d i n g  w a s  
o b s e r v e d  i n  t h i s  s t u d y ,  h o w e v e r ,  d e e p e r  a n a l y s i s  i s  p o s s i b l e ,  f o r  
e x a m p l e ,  i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  r e m o d e l i n g  c l u s t e r s  ( J o r d a n ,  e t  a l . ,  
2 0 0 0 )  a s  w e l l  a s  c o r t i c a l  c a n a l  s i z e  d i s t r i b u t i o n  ( B e l l ,  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
A n a l y s i s  o f  t h e s e  t w o  p e r i m e t e r s  c o u l d  h e l p  d i s t i n g u i s h  i f  t h e  b o n e  
l o s s  s e e n  i n  t h i s  s t u d y  i s  f u r t h e r  l i n k e d  t o  r i s i n g  p o r o s i t y  n a m e l y  
t h a t  r e m o d e l i n g  c l u s t e r s  f o r m  l a r g e r  p o r e s  w i t h  a  g r e a t e r  c a n a l  s i z e  
d r i v i n g  r e g i o n a l  p o r o s i t y .  A d d i t i o n a l l y  t h e  u s e  o f  t h i s  m o d e l  c o u l d  
h e l p  c o n f i r m  o t h e r  f i n d i n g s  s u c h  a s  c h a n g e s  i n  t h e  o s t e o c y t e  
n e t w o r k  i n  r e s p o n s e  t o  m e c h a n i c a l  l o a d ,  w i t h i n  t h e  f e m u r  o f  t h e  
t e m p o r a l  n e w l y  b o r n  m o u s e  m o d e l  o s t e o c y t e  n e t w o r k  f o r m a t i o n  w a s  
s h o w n  t o  i n c r e a s e  a f t e r  6  w e e k s  o f  m e c h a n i c a l  l o a d i n g  ( S u g a w a r a ,  
e t  a l . ,  2 0 1 3 ) ,  s u g g e s t i n g  a  l i n k  b e t w e e n  t h e m .  I n s i g h t  i n t o  t h e  
c h a n g e s  e x p e r i e n c e d  b y  t h e  o s t e o c y t e  n e t w o r k  w i t h i n  t h e  
u n d e r l o a d e d  o v i n e  m o d e l  w o u l d  h e l p  t o w a r d s  c o n f i r m i n g  t h e  
m e c h a n i s m s  b e h i n d  b o n e  l o s s  s u c h  a s  i n c r e a s e d  o s t e o c y t e  
c o n n e c t i v i t y  o r  d e n s i t y ,  w h a t  e f f e c t  c h a n g e s  i n  t h e  o s t e o c y t e  
n e t w o r k  h a v e  o n  c o r t i c a l  p o r o s i t y  a n d  i t ’ s  i n f l u e n c e  o n  t h e  r a t e  o f  
r e m o d e l i n g .  F u r t h e r i n g  t h i s  o s t e o c y t e  a p o p t o s i s  c o u l d  b e  u s e d  a s  a  
p a r a m e t e r  f o r  b o n e  l o s s ,  s p e c i f i c a l l y ,  i t ’ s  e f f e c t  o n  t h e  o s t e o c y t e  
n e t w o r k .  A  c o m p u t e r  s i m u l a t e d  5 %  i n c r e a s e  i n  a p o p t o t i c  o s t e o c y t e s  
w a s  f o u n d  t o  d e c r e a s e  m e a n  s i g n a l i n g  l e v e l s  b e t w e e n  t h e  o s t e o c y t e  
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n e t w o r k  a n d  t h e  b o n e  l i n i n g  c e l l s  b y  2 5 %  ( J a h a n i ,  G e n e v e r ,  P a t t o n ,  
A h w a l ,  &  F a g a n ,  2 0 1 2 ) .  T h i s  r e d u c e d  s i g n a l i n g  i n h i b i t s  t h e  a b i l i t y  
o f  b o n e  t o  r e s p o n d  t o  m i c r o d a m a g e  a n d  t h e r e f o r e  l e a d s  t o  a n  
i n c r e a s e  i n  s k e l e t a l  f r a g i l i t y .  E x p a n d i n g  o n  t h e  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  o s t e o c y t e  a p o p t o s i s  a n d  b o n e  l o s s ,  w i t h i n  t h e  a v i a n  u l n a  
m o d e l  o f  d i s u s e  o s t e o p e n i a  D o d d ,  R a l e i g h ,  &  G r o s s . ,  ( 1 9 9 9 )  f o u n d  
o s t e o c y t e  h y p o x i a  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  8 . 4  + / -  1 . 8 %  a f t e r  2 4  
h o u r s  o f  u n l o a d i n g .  L i k e w i s e ,  C a b a h u g - Z u c k e r m a n ,  e t  a l . ,  ( 2 0 1 6 )  
d e t e c t e d  a  4  f o l d  i n c r e a s e  i n  o s t e o c y t e  a p o p t o s i s  a f t e r  5  d a y s  o f  
h i n d l i m b  u n l o a d i n g  t h e  f e m u r s  o f  m i c e  c o r r e s p o n d i n g  w i t h  a  s i m i l a r  
i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  o s t e o c y t e s  p r o d u c i n g  t h e  c y t o k i n e  a n d  
k e y  b o n e  r e c e p t o r  a c t i v a t o r  R A N K L .  B o t h  o f  t h e s e  s t u d i e s  a r e  
p e r f o r m e d  w i t h i n  a n  u n d e r l o a d e d  m o d e l ,  t h e r e f o r e ,  a  s i m i l a r  
r e s p o n s e  ( u n d e r - l o a d i n g  c a u s i n g  o s t e o c y t e  a p o p t o s i s ,  t h e r e f o r e ,  
e n c o u r a g i n g  p r o d u c t i o n  o f  b o n e  r e m o d e l i n g  m a r k e r s )  c a n  b e  
e x p e c t e d  w i t h i n  t h e  u n d e r l o a d e d  o v i n e  m o d e l .  R A N K L  e x p r e s s i o n  
w i t h i n  a n  u n l o a d e d  m o u s e  m o d e l  w a s  f o u n d  t o  i n c r e a s e  h o w e v e r  
i n h i b i t i o n  o f  o s t e o c y t i c  a p o p t o s i s  d i d  n o t  h i n d e r  o s t e o c l a s t o g e n e s i s  
o r  p r e v e n t  f u r t h e r  r e s o r p t i o n  ( P l o t k i n ,  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .  F u t u r e  s t u d y  
o f  b i o c h e m i c a l  m a r k e r s  o f  b o n e  r e s o r p t i o n  ( i . e .  p y r i d i n i u m  
c r o s s l i n k s ,  c o l l a g e n  I  C -  a n d  N - t e r m i n a l  t e l o p e p t i d e s )  ( C a m o z z i ,  e t  
a l . ,  2 0 0 7 )  c o u l d  h e l p  p r o v i d e  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m e c h a n i s m s  
b y  w h i c h  u n d e r - l o a d i n g  r e s u l t s  i n  r e s o r p t i o n .  
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I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  b i o c h e m i c a l  b o n e  m a r k e r s  w o u l d  
p r o v i d e  a  g r e a t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  c e l l u l a r  a c t i v i t y  w i t h i n  t h e  
u n d e r l o a d e d  m o d e l  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s .  F o r  e x a m p l e ,  a  m a r k e r  
f o r  o s t e o b l a s t  m i g r a t i o n  ( S h e u ,  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  a n d  o s t e o c l a s t  a c t i v i t y  
( B a l l a n t i ,  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  T R A P ,  h a s  b e e n  f o u n d  t o  s h o w  i n c r e a s e d  
e x p r e s s i o n  i n  m u l t i n u c l e a t e d  c e l l s  o f  t h e  t a i l - s u s p e n d e d  m o u s e  
m o d e l  a f t e r  a  p e r i o d  o f  1  w e e k  o f  u n d e r - l o a d i n g ,  r i s i n g  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  a f t e r  2  w e e k s  ( S a k a i  &  N a k a m u r a ,  2 0 0 1 ) .  
S i m i l a r l y ,  w i t h i n  t h e  o v a r i e c t o m i z e d  t a i l  s u s p e n s i o n  m o d e l  o f  
i m m o b i l i z a t i o n  i n  t h e  f e m u r  o f  r a t s ,  5  d a y s  a f t e r  i m m o b i l i z a t i o n  
T R A P  m R N A  l e v e l s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  ( K a w a n o ,  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
E x p a n d i n g  o n  t h i s ,  T R A P  l e v e l s  c o u l d  p r o v i d e  a n  i n d i c a t o r  o f  
r e g i o n a l  o s t e o c y t e  d e n s i t y  a s  i t ’ s  l o c a t e d  o n  R A N K L / O P G - p o s i t i v e  
s e c r e t o r y  l y s o s o m e s  i n  o s t e o b l a s t s  a n d  o s t e o c y t e s  ( S o l b e r g ,  S t a n g ,  
B r o r s o n ,  A n d e r s s o n ,  &  R e i n h o l t ,  2 0 1 4 ) .  F o r  e x a m p l e  w i t h i n  t h e  
u n l o a d e d  m o d e l  o f  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  o f  t h e  r a t  o s t e o c y t e  l a c u n a r  
d e n s i t y  w a s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  i n  i m m o b i l i z e d  b o n e s  ( 4 9 , 6 4 2  ±  
1 1 , 9 5 5  l a c u n a e  p e r  m m 3 )  w h e n  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s  ( 6 3 , 1 3 8  ± 1 9 5 6  
l a c u n a e  p e r  m m 3 ) ,  p < 0 . 0 5  ( B r i t z ,  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  A d a p t i n g  t h e s e  
m e t h o d s  a n d  a p p l y i n g  t h e m  t o  a n  o v i n e  m o d e l  o f  u n d e r - l o a d i n g  m a y  
p r o v i d e  i n s i g h t  i n t o  a n y  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  o s t e o c y t e  d e n s i t i e s ,  
m e a n  c a n a l  s i z e  a n d  r e m o d e l i n g  c l u s t e r s  i n  r e s p o n s e  t o  u n d e r -
l o a d i n g  i f  a n a l y s e d  t o g e t h e r .   
A L P  i s  a n  e n z y m e  h i s t o c h e m i c a l  m a r k e r  f o r  b o n e  f o r m a t i o n  l i n k e d  
t o  r e m o d e l i n g ,  w i t h i n  t h e  h i p  f r a c t u r e  m o d e l  o f  t h e  f e m o r a l  n e c k  
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r e g i o n a l  i n c r e a s e s  o f  3 6 %  w e r e  o b s e r v e d  a l o n g  w i t h  a  c o n c u r r e n t  
r i s e  o f  5 6 %  i n  r e m o d e l i n g  a c t i v i t y  w i t h i n  t h e  a n t e r i o r  ( m e d i a l )  
r e g i o n  ( B e l l  K . L . ,  1 9 9 9 ) .  A d d i t i o n a l l y  w i t h i n  t h e  h i n d - l i m b  
s u s p e n s i o n  m o d e l  o f  r a t  t i b i a l  b o n e  a f t e r  5  d a y s  o f  s u s p e n s i o n  a  
6 1 %  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  A L P  w a s  d e t e c t e d  ( K o s t e n u i k ,  
H a l l o r a n ,  M o r e y - H o l t o n ,  &  B i k l e ,  1 9 9 7 ) ,  h i g h l i g h t i n g  p o s s i b l e  
f u r t h e r  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  b o n e  l o s s  s e e n  i n  t h e  u n d e r l o a d e d  
m o d e l  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  b o n e  
f o r m a t i o n  m a r k e r  A L P .  
O v e r a l l  t h e r e  a r e  n u m e r o u s  a v e n u e s  t o  e x p l o r e  i n  r e g a r d s  t o  f u r t h e r  
a p p l i c a t i o n  o f  t h e  d a t a  g a t h e r e d  w i t h i n  t h i s  s t u d y .  I t  i s  e v i d e n t  t h a t  
t h e  u n d e r l o a d e d  m o d e l  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  
b e  a  c r u c i a l  m o d e l  i n  a s s e s s i n g  t h e  e f f e c t s  o f  u n d e r - l o a d i n g  o n  
b o n e .  I t ’ s  l i k e n e s s  t o  t h e  h u m a n  f e m o r a l  n e c k  ( s i m i l a r  s t r u c t u r e )  
a l l o w s  f o r  r e s e a r c h  o f  t h e  o v i n e  c a l c a n e u s  t o  b e  u s e d  a s  a  t e m p l a t e  
f o r  f e m o r a l  n e c k  r e s e a r c h  a n d  m o s t  c r i t i c a l l y  a  g r e a t e r  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  f u n c t i o n  a n d  m e c h a n i s m s  i n v o l v e d  w i t h  b o n e  
r e m o d e l i n g .  
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6.2.2: Appendix of raw data 
 
6.2.21: Cortical Porosity Raw Data 
T a b l e  4 :  % p o r o s i t y  o v e r  
a l l  r e g i o n s  f o r  e a c h  b o n e  
i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
T a b l e  5 :  % p o r o s i t y  o f  t h e  
m e d i a l  r e g i o n  f o r  e a c h  b o n e  
i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
Time Stamp %porosity
Day 0
3494L 5.4
5146L 5.0
5157L 8.1
5183L 4.6
5307L 3.9
5311L 3.2
Mean 5.0
Week 4
5147L 3.8
5151L 6.3
5164L 3.1
5194L 3.1
5199L 3.4
Mean 4.0
Week 16
5076L 5.2
5087L 5.6
5088L 5.7
5106L 6.9
5132L 7.3
5196L 4.0
Mean 5.8
All Regions
Time Stamp %porosity
Day 0
3494L 8.4
5146L 4.7
5157L 5.1
5183L 5.7
5307L 2.8
5311L 2.4
Mean 4.9
Week 4
5147L 2.5
5151L 2.3
5164L 5.7
5194L 2.6
5199L 4.3
Mean 3.5
Week 16
5076L 2.4
5087L 7.0
5088L 2.5
5106L 6.0
5132L 4.3
5196L 5.1
Mean 4.6
Medial
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T a b l e  6 :  % p o r o s i t y  o f  t h e  
l a t e r a l  r e g i o n  f o r  e a c h  b o n e  
i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
T a b l e  7 :  % p o r o s i t y  o f  t h e  
v e n t r a l  r e g i o n  f o r  e a c h  b o n e  
i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
Time Stamp %porosity
Day 0
3494L 2.1
5146L 4.8
5157L 7.6
5183L 2.1
5307L 2.7
5311L 2.6
Mean 3.6
Week 4
5147L 2.9
5151L 2.6
5164L 9.7
5194L 5.7
5199L 1.7
Mean 4.5
Week 16
5076L 1.5
5087L 2.4
5088L 5.8
5106L 3.5
5132L 9.9
5196L 2.8
Mean 4.3
Lateral
Time Stamp %porosity
Day 0
3494L 5.4
5146L 7.9
5157L 16.2
5183L 6.0
5307L 7.5
5311L 6.1
Mean 8.2
Week 4
5147L 3.3
5151L 4.2
5164L 6.2
5194L 2.0
5199L 2.6
Mean 3.7
Week 16
5076L 10.6
5087L 11.4
5088L 8.7
5106L 5.9
5132L 13.1
5196L 5.0
Mean 9.1
Ventral
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T a b l e  8 :  % p o r o s i t y  o f  t h e  
d o r s a l  r e g i o n  f o r  e a c h  b o n e  
i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
Time Stamp %porosity
Day 0
3494L 4.1
5146L 3.4
5157L 4.3
5183L 3.4
5307L 3.0
5311L 2.4
Mean 3.5
Week 4
5147L 7.3
5151L 3.8
5164L 4.9
5194L 3.1
5199L 5.0
Mean 4.8
Week 16
5076L 3.4
5087L 7.4
5088L 6.5
5106L 13.4
5132L 5.3
5196L 8.5
Mean 7.4
Dorsal
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6 . 2 . 2 2  C o r t i c a l  W i d t h  R a w  D a t a  
 
T a b l e  9 :  C o r t i c a l  w i d t h  o v e r  
a l l  r e g i o n s  f o r  e a c h  b o n e  
i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
T a b l e  1 0 :  C o r t i c a l  w i d t h  o f  
t h e  m e d i a l  r e g i o n  f o r  e a c h  
b o n e  i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
Time Stamp Cortical Width (mm)
Day 0
3494L 7.7
5146L 9.1
5157L 8.0
5183L 7.9
5307L 6.5
5311L 9.3
Mean 8.1
Week 4
5147L 8.0
5151L 8.2
5194L 9.1
5199L 9.7
5164L 7.0
Mean 8.4
Week 16
5076L 6.1
5087L 7.0
5088L 6.5
5106L 7.4
5132L 6.8
5196L 7.7
Mean 6.9
All Regions
Time Stamp Cortical Width (mm)
Day 0
3494L 2.0
5146L 2.0
5157L 2.0
5183L 1.9
5307L 1.9
5311L 2.0
Mean 2.0
Week 4
5147L 2.0
5151L 2.1
5194L 2.6
5199L 2.4
5164L 1.8
Mean 2.2
Week 16
5076L 1.5
5087L 1.8
5088L 1.5
5106L 1.9
5132L 1.7
5196L 1.9
Mean 1.7
Medial
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T a b l e  1 1 :  C o r t i c a l  w i d t h  o f  
t h e  l a t e r a l  r e g i o n  f o r  e a c h  
b o n e  i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
T a b l e  1 2 :  C o r t i c a l  w i d t h  o f  
t h e  v e n t r a l  r e g i o n  f o r  e a c h  
b o n e  i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
Time Stamp Cortical Width (mm)
Day 0
3494L 1.7
5146L 2.1
5157L 1.6
5183L 1.6
5307L 1.2
5311L 2.1
Mean 1.7
Week 4
5147L 1.6
5151L 1.6
5194L 1.7
5199L 1.9
5164L 1.4
Mean 1.6
Week 16
5076L 1.6
5087L 1.6
5088L 1.5
5106L 1.5
5132L 1.5
5196L 1.4
Mean 1.5
Lateral
Time Stamp Cortical Width (mm)
Day 0
3494L 2.6
5146L 3.1
5157L 2.9
5183L 3.1
5307L 2.1
5311L 3.4
Mean 2.9
Week 4
5147L 2.9
5151L 2.9
5194L 3.2
5199L 3.2
5164L 2.9
Mean 3.0
Week 16
5076L 2.2
5087L 2.5
5088L 2.7
5106L 1.7
5132L 1.2
5196L 2.7
Mean 2.2
Ventral
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T a b l e  1 3 :  C o r t i c a l  w i d t h  o f  
t h e  d o r s a l  r e g i o n  f o r  e a c h  
b o n e  i m a g e  a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  
t i m e  p o i n t s  
Time Stamp Cortical Width (mm)
Day 0
3494L 1.4
5146L 1.9
5157L 1.5
5183L 1.2
5307L 1.3
5311L 1.8
Mean 1.5
Week 4
5147L 1.5
5151L 1.6
5194L 1.5
5199L 2.1
5164L 1.0
Mean 1.6
Week 16
5076L 0.9
5087L 1.1
5088L 0.8
5106L 2.3
5132L 2.4
5196L 1.6
Mean 1.5
Dorsal
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6 . 2 . 2 3  F o r m i n g  C a n a l  R a w  D a t a  
 
T a b l e  1 5 :  %  F o r m i n g  c a n a l s  
o f  t h e  m e d i a l  r e g i o n  f o r  e a c h  
b o n e  i m a g e  a t  t h e i r  
r e s p e c t i v e  t i m e  p o i n t s  
T a b l e  1 4 :  %  F o r m i n g  c a n a l   
o v e r  a l l  r e g i o n s  f o r  e a c h  
b o n e  i m a g e  a t  t h e i r  
r e s p e c t i v e  t i m e  p o i n t s  
Time Stamp  % of Forming Canals
Day 0
3493L 4.18
5146L 1.34
5157L 2.96
5183L 3.34
5307L 16.14
5311L 4.86
Mean 5.47
Week 4
5147L 3.03
5151L 3.55
5194L 4.89
5199L 5.42
5164L 1.35
Mean 3.65
Week 16
5076L 4.61
5087L 20.59
5088L 7.25
5106L 4.34
5132L 8.22
5196L 8.36
Mean 8.90
Total Combined Regions
Time Stamp  % of Forming Canals
Day 0
3493L 1.46
5146L 1.83
5157L 2.67
5183L 1.97
5307L 10.70
5311L 2.59
Mean 3.54
Week 4
5147L 4.08
5151L 3.14
5194L 3.49
5199L 4.00
5164L 4.63
Mean 3.87
Week 16
5076L 3.70
5087L 6.95
5088L 4.93
5106L 5.82
5132L 8.36
5196L 7.40
Mean 6.19
Medial
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T a b l e  1 7 :  %  F o r m i n g  
c a n a l s  o f  t h e  v e n t r a l  r e g i o n  
f o r  e a c h  b o n e  i m a g e  a t  
t h e i r  r e s p e c t i v e  t i m e  p o i n t s  
T a b l e  1 6 :  %  F o r m i n g  c a n a l s  
o f  t h e  l a t e r a l  r e g i o n  f o r  
e a c h  b o n e  i m a g e  a t  t h e i r  
r e s p e c t i v e  t i m e  p o i n t s  
Time Stamp  % of Forming Canals
Day 0
3493L 4.25
5146L 1.65
5157L 4.84
5183L 6.74
5307L 44.62
5311L 7.58
Mean 11.61
Week 4
5147L 3.17
5151L 5.07
5194L 8.42
5199L 8.79
5164L 4.57
Mean 6.00
Week 16
5076L 8.54
5087L 10.05
5088L 10.85
5106L 5.09
5132L 9.84
5196L 13.79
Mean 9.69
Lateral
Time Stamp  % of Forming Canals
Day 0
3493L 7.16
5146L 0.58
5157L 1.85
5183L 1.98
5307L 21.42
5311L 4.28
Mean 6.21
Week 4
5147L 2.12
5151L 1.47
5194L 2.40
5199L 3.69
5164L 4.00
Mean 2.74
Week 16
5076L 2.76
5087L 4.36
5088L 6.48
5106L 2.39
5132L 6.67
5196L 4.19
Mean 4.48
Ventral
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T a b l e  1 8 :  %  F o r m i n g  
c a n a l s  o f  t h e  d o r s a l  r e g i o n  
f o r  e a c h  b o n e  i m a g e  a t  
t h e i r  r e s p e c t i v e  t i m e  p o i n t s  
Time Stamp  % of Forming Canals
Day 0
3493L 7.90
5146L 1.83
5157L 4.07
5183L 3.98
5307L 9.27
5311L 7.20
Mean 5.71
Week 4
5147L 2.43
5151L 5.79
5194L 8.19
5199L 6.96
5164L 5.88
Mean 5.85
Week 16
5076L 3.82
5087L 8.98
5088L 7.76
5106L 7.14
5132L 8.47
5196L 12.05
Mean 8.04
Dorsal
 
